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A600   absorbancia medida a 600 nm 
 ADN   ácido desoxirribonucleico 
ADNc   ADN complementario 
AMPc   adenosina monofosfato cíclico  
ADP   adenosina difosfato 
Apr   resistencia a ampicilina 
APS   persulfato amónico 
ARN   ácido ribonucleico 
ARNm  ARN mensajero 
ARNP   ARN polimerasa 
ARNr   ARN ribosómico 
ATP   adenosina 5´-trifosfato 
BCR   benzoil-CoA reductasa 
BSA   seroalbúmina bovina  
Cmr   resistencia a cloranfenicol 
cpm   cuentas por minuto 
Ci   curio 
CoA   coenzima A 
CRP   proteína receptora de AMPc (cAMP receptor protein) 
C-terminal  carboxilo terminal 
Da   dalton 
dATP   desoxiadenosina 5´-trifosfato 
dCTP   desoxicitidina 5´-trifosfato 
DH    deshidrogenasa 
DMSO  dimetil sulfóxido 
dNTP   desoxinucleótidos trifosfato 
DTT   ditiotreitol 
dTTP   desoxitimidina 5´- trifosfato 
EDTA   ácido etilendiaminotetracético 
FAD   dinucleótido de flavina y adenina 
FADH2  dinucleótido de flavina y adenina reducido 
Gmr   resistencia a gentamicina 
GTP   guanosín trifosfato 
h   hora 
 I
Abreviaturas 
 II
HPLC   cromatografía líquida de alta definición 
HTH   dominio hélice-giro-hélice 
IPTG   isopropil-β-D-tiogalactopiranósido 
kb   1000 pares de bases 
kDa   1000 dalton 
KGOR  2-cetoglutarato:ferredoxina oxidorreductasa 
Kmr   resistencia a kanamicina 
LB   medio Luria-Bertani  
M63   medio mínimo M63 
MCS   sitio de clonación múltiple (multiple cloning site)  
min   minuto 
NAD   nicotinamida-adenina-dinucleótido 
NADH  nicotinamida-adenina-dinucleótido reducido 
NADPH  fosfato de nicotinamida-adenina-dinucleótido reducido 
NMP   nucleósido monofosfato 
NTA   ácido nitrilotriacético 
N-terminal  amino terminal 
ORF   marco de lectura abierto (open reading frame) 
PAGE   electroforesis en gel de poliacrilamida 
pb   par de bases 
PCR   reacción en cadena con ADN polimerasa termorresistente 
PDB    Protein Data Bank 
p/v   relación peso/volumen 
RBS   secuencia de unión a ribosoma (ribosome binding site) 
REP   secuencias palindrómicas repetitivas extragénicas 
Rfr   resistencia a rifampicina 
rpm   revoluciones por minuto 
RT-PCR  reacción de retrotranscripción acoplada a PCR 
σ   factor sigma de la RNAP 
SDS   dodecilsulfato sódico 
TAE   tampón Tris-acetato-EDTA 
TBE   tampón Tris-borato-EDTA 
TE   tampón Tris-EDTA 
TLC   cromatografía en capa fina 
Tris   tri(hidroximetil)aminometano 
U   unidad de actividad enzimática 
v/v   relación volumen/volumen 
X-Gal   5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
 
 
1. LOS COMPUESTOS AROMÁTICOS Y SU BIODEGRADACIÓN. 
 
Aproximadamente el 25% de la biomasa terrestre está formada por lignina, un polímero 
complejo de la pared celular vegetal constituido por compuestos aromáticos y que es 
altamente estable en el medio ambiente. Otras fuentes naturales de compuestos aromáticos 
son los flavonoides, taninos, algunos pigmentos, cofactores (como el ácido nicotínico), las 
proteínas (aminoácidos aromáticos) y los combustibles fósiles (hidrocarburos) (Gibson y 
Harwood, 2002). Además, en el último siglo se ha producido un considerable aumento en la 
liberación de compuestos aromáticos a la biosfera como consecuencia de la actividad 
industrial. Gran parte de estos compuestos aromáticos liberados de forma artificial al medio 
ambiente contienen estructuras o sustituyentes que raramente se encuentran en la naturaleza 
(compuestos xenobióticos) y, por ello, no son degradados o lo hacen muy lentamente (Pieper 
y Reineke, 2000). Este hecho, unido a la gran estabilidad termodinámica del anillo bencénico 
que posibilita su persistencia en el medio ambiente, hace que muchos de estos compuestos 
aromáticos constituyan una fuente importante de contaminación ambiental. Concretamente, 
benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos constituyen colectivamente el grupo de los 
denominados compuestos BTEX, que son importantes contaminantes presentes en acuíferos y 
sedimentos procedentes de filtraciones o vertidos de petróleo o productos derivados de éste 
(Lin et al., 2002). Otros compuestos aromáticos altamente contaminantes son, por ejemplo, 
los derivados polihalogenados de las dioxinas y los bifenilos (PCBs), así como los 
compuestos nitroaromáticos y los derivados fenólicos halogenados (Haggblom et al., 2000; 
Abraham et al., 2002). La toxicidad de estos compuestos es variable, pudiendo causar desde 
daños dermatológicos leves o efectos en el sistema nervioso central, hasta leucemias (Chee-
Sanford et al., 1996).  
Así pues, los compuestos aromáticos constituyen el segundo tipo de sustancia orgánica 
más abundante en la Naturaleza después de los azúcares, como la glucosa, que forman parte 
de la celulosa (Gibson y Harwood, 2002; Díaz, 2004). La abundancia y amplia distribución de 
los compuestos aromáticos los convierte en un importante sustrato de crecimiento para 
muchos organismos (Boll et al. 2002). Tanto animales como plantas son capaces de modificar 
la estructura del anillo bencénico e incluso degradar un limitado número de compuestos 
aromáticos, sin embargo, su contribución a la mineralización de estos compuestos en los 
ciclos biogeoquímicos es muy limitada. Se puede afirmar, por tanto, que la degradación de 
compuestos aromáticos queda prácticamente relegada a la competencia de los 
microorganismos, particularmente bacterias y hongos, algunos de los cuales pueden incluso 
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degradar la lignina en presencia de oxígeno (Heider y Fuchs, 1997). Desde hace varias 
décadas, se están estudiando las rutas catabólicas de compuestos aromáticos existentes en los 
microorganismos, con el objetivo no sólo de conocer los principios bioquímicos básicos de 
dicho catabolismo sino también de mejorar y utilizar los procesos biodegradativos para la 
eliminación (biorremediación) y/o biotransformación de los compuestos contaminantes que se 
liberan al medio ambiente (Ramos et al., 1994;  Pieper y Reineke, 2000; Díaz, 2004).   
 Tabla 1. Estequiometría de las reacciones de degradación de benzoato en condiciones aeróbicas yanaeróbicas. (Modificada de Field et al., 1995).
 
 
 
 
 
 
 
Respiración aeróbica  
Desnitrificación 
Reducción de hierro 
Reducción de sulfato 
Consorcio metanogénico 
 
Proceso Metabólico 
Benzoato + 7.5 O2                     7 CO2 
Benzoato + 6 NO3-                    7 CO2 + 3  N2 
Benzoato + 30 Fe3+                   7 CO2 + 30 Fe2+ 
Benzoato + 3.75 SO42-              7 CO2 + 3.75 H2S 
Benzoato                                   3.25 CO2 + 3.75 CH4 
Estequiometría de la reacción 
Para llevar a cabo la degradación de compuestos aromáticos, los microorganismos 
siguen varios tipos de estrategias catabólicas. La primera de ellas es la respiración aeróbica, 
en la cual la molécula de oxígeno no sólo constituye el aceptor final de electrones sino que 
también es el reactivo necesario para la actuación de las oxigenasas que participan en la 
activación y ruptura del anillo aromático (van der Meer, 1997; Díaz et al., 2001; Jiménez et 
al., 2002). En el segundo tipo de catabolismo, la respiración anaeróbica, los microorganismos 
usan como aceptor final de electrones compuestos inorgánicos, tales como el NO3- que es 
reducido a NO2- o a N2 (desnitrificación) (Spormann y Widdel, 2000), el Fe3+ que es reducido 
a Fe2+ (reducción de hierro) (Coates et al., 2001) o el SO42- que es reducido a SO32- o S2- 
(reducción de sulfato) (Morasch et al., 2004; Peters et al., 2004). Otros compuestos que 
también pueden actuar como aceptores finales de electrones son el Mn4+, ClO-4, Cr4+, V4+, 
óxido de trimetilamina (TMAO), dimetil sulfóxido (DMSO), fumarato, quinona, etc. (Gibson 
y Harwood, 2002; Coates et al., 2002; Lovley, 2003; Chakraborty y Coates, 2004). Un tercer 
tipo de catabolismo es la fermentación en la cual no se requiere una cadena de transporte de 
electrones ya que la fuente de carbono es degradada anaeróbicamente por una serie de 
reacciones en las que unos compuestos orgánicos actúan como donadores de electrones y 
otros compuestos orgánicos actúan como aceptores de electrones, generándose energía (ATP) 
mediante fosforilación a nivel del sustrato. En el caso de la fermentación, los 
microorganismos no son capaces de mineralizar los compuestos aromáticos, sino que los 
transforman en ácidos orgánicos de cadena corta que son mineralizados por los 
microorganismos metanógenos con los que establecen una asociación sintrófica (consorcio 
metanogénico) (Evans y Fuchs, 1988; Elshaed et al., 2001). Finalmente, las bacterias 
fototróficas también pueden utilizar compuestos aromáticos como fuente de carbono en 
ausencia de oxígeno si hay luz (fuente de energía) disponible, catabolismo fotoheterotrofo 
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(Gibson y Harwood, 2002; Zengler et al., 1999). En la Tabla 1 se resumen, a modo de 
ejemplo, las reacciones de mineralización de benzoato en presencia de diferentes aceptores de 
electrones. 
 
 
2. CATABOLISMO AERÓBICO DE COMPUESTOS AROMÁTICOS. 
 
Tanto bacterias como hongos han sido estudiados desde principios del siglo XX por su 
capacidad para utilizar compuestos aromáticos en presencia de oxígeno, teniéndose 
actualmente un gran conocimiento, a nivel molecular, de un considerable número de rutas 
catabólicas de compuestos aromáticos, especialmente en bacterias del género Pseudomonas 
(van der Meer et al., 1992; Harwood y Parales, 1996; Pieper et al., 2004). El metabolismo 
aeróbico de compuestos aromáticos implica una oxidación progresiva del anillo aromático y 
sus sustituyentes. Un principio general en el catabolismo, tanto aeróbico como anaeróbico, de 
compuestos aromáticos es el hecho de que una gran variedad de “rutas periféricas” convergen 
en unas pocas “rutas centrales”, lo que también se ha denominado “embudo catabólico” 
(Harayama y Timmis, 1989). Las rutas periféricas engloban todas aquellas reacciones 
enzimáticas que convierten la gran variedad de compuestos aromáticos en unos pocos 
intermediarios centrales los cuales, generalmente, están ya preparados (activados) para sufrir 
la pérdida de su carácter aromático (Heider y Fuchs, 1997). Las enzimas que intervienen en 
las rutas periféricas para la degradación de compuestos aromáticos son más o menos 
específicas, y generalmente inducidas, por dichos sustratos (Heider et al., 1998; Harwood et 
al., 1999).  
Tras la acción de las rutas periféricas, se forman a partir de los compuestos aromáticos 
unos pocos intermediarios centrales. Estos intermediarios son, generalmente, compuestos 
dihidroxilados derivados del catecol (catecol, protocatecuato, homoprotocatecuato, así como 
los correspondientes derivados sustituidos de éstos) o del gentisato (gentisato, homogentisato, 
así como los correspondientes derivados sustituidos de éstos) (Fig. 1). Sin embargo, también 
se han descrito intermediarios centrales monohidroxilados (como el 2-amino-fenol) y 
trihidroxilados (galato, hidroxiquinol) (Takenaka et al., 1997; Miyauchi et al., 1999). En las 
rutas periféricas del catabolismo aeróbico de compuestos aromáticos las enzimas clave son las 
oxigenasas que, mediante la utilización de O2 y poder reductor [NAD(P)H)], introducen 
grupos hidroxilo en el anillo aromático. Estas oxigenasas de hidroxilación del anillo se 
clasifican en monooxigenasas y dioxigenasas, según introduzcan uno o dos grupos hidroxilos, 
respectivamente, en el anillo aromático (Gibson y Parales, 2000).  
Las  enzimas clave en las rutas centrales aeróbicas son las dioxigenasas de ruptura, 
encargadas de la apertura del anillo aromático mediante la introducción de una molécula de 
oxígeno, generando un compuesto no aromático que, a través de una serie de reacciones 
enzimáticas, da lugar a intermediarios del ciclo de Krebs (Vaillancourt et al., 2004). 
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También se han descrito rutas aeróbicas híbridas, tales como las rutas de degradación 
aeróbica de fenilacetato (Ferrández et al., 1998; Luengo et al., 2001; Mohamed et al., 2002), 
benzoato (Zaar et al., 2001; Gescher et al., 2002) y antranilato (Schühle et al., 2001) en 
ciertas bacterias, que implican la formación inicial de un derivado de coenzima A (CoA), de 
forma análoga a las rutas de degradación anaeróbicas (ver capítulo 3.1.1 de Introducción), si 
bien requieren oxígeno para la apertura del anillo aromático. 
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Figura 1. Esquema de la formación de intermediarios centrales dihidroxilados en el catabolismo aeróbico de algunos 
compuestos aromáticos.  
 
 
3. CATABOLISMO ANAERÓBICO DE COMPUESTOS AROMÁTICOS. 
 
Cualquier ecosistema en el que el consumo de oxígeno exceda del aporte de esta 
molécula al medio constituye un ecosistema anóxico. Como ejemplos de ecosistemas 
anóxicos podemos destacar los suelos con difícil drenaje, aguas residuales con alta actividad 
microbiana, el tracto intestinal de los animales, aguas estancadas, aguas subterráneas y 
sedimentos marinos (Widdel y Rabus, 2001). Los ecosistemas anóxicos se encuentran 
ampliamente representados en el medio ambiente, lo cual hace de especial relevancia el 
estudio de las capacidades metabólicas de los microorganismos en condiciones anaeróbicas 
(Widdel y Rabus, 2001). Ya desde la primera mitad del siglo XX, el conocimiento de que el 
oxígeno no se encuentra disponible en gran cantidad de ambientes en los que numerosos 
compuestos aromáticos están presentes, planteaba la pregunta de si era posible la 
biodegradación de estos compuestos en condiciones anóxicas. Fueron Tarvin y Buswell en 
1934 quienes proporcionaron la primera evidencia química de que el núcleo bencénico de 
diferentes compuestos aromáticos era completamente degradado tras la incubación anaeróbica 
con lodos residuales (Tarvin y Buswell, 1934). Sin embargo, no fue hasta finales de la década 
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de los años sesenta cuando W.C. Evans estableció que los compuestos aromáticos pueden ser 
metabolizados por bacterias bajo condiciones anóxicas y que la apertura del anillo aromático 
se produce por un mecanismo de reducción (Dutton y Evans, 1968; Dutton y Evans, 1969). 
A diferencia de la degradación aeróbica de compuestos aromáticos, los procesos 
anaeróbicos que conducen a la mineralización del anillo aromático han sido estudiados en 
detalle sólo en unos pocos microorganismos modelo tales como la α-proteobacteria 
Rhodopseudomonas palustris (Harwood et al., 1999; Egland et al., 2001), que utiliza varios 
sustratos aromáticos como única fuente de carbono durante el crecimiento fotosintético en 
condiciones anaeróbicas, y las β-proteobacterias Thauera aromatica (Philipp y Schink, 2000; 
Leutwein y Heider, 1999) y Azoarcus evansii (Anders et al., 1995; Hess et al., 1997), que 
pueden crecer en presencia de compuestos aromáticos como única fuente de carbono y 
energía en condiciones desnitrificantes. En menor medida, la degradación anaeróbica de 
compuestos aromáticos también ha sido estudiada en otros microorganismos tales como 
bacterias reductoras de hierro (Coates et al., 2001) y azufre (Peters et al., 2004) y bacterias 
fermentadoras (Weiner y Lovley, 1998; Gibson y Harwood, 2002; Elshahed y McInerney, 
2001). 
Algunos de los organismos que más frecuentemente se encuentran en ambientes 
anóxicos contaminados con compuestos aromáticos suelen ser miembros del género 
Azoarcus. La descripción de los primeros miembros del género Azoarcus, que fueron aislados 
principalmente de la rizosfera de zonas tropicales y subtropicales, los catalogaba como 
organismos no desnitrificantes (Reinhold-Hurek et al., 1993) y con actividad nitrogenasa (la 
característica más representativa de este género) (Fries et al., 1994). Sin embargo, posteriores 
aislamientos de otras bacterias del género Azoarcus revelaron que éstas tenían la capacidad de 
crecer anaeróbicamente en condiciones desnitrificantes y en presencia de numerosos 
compuestos aromáticos como único sustrato de crecimiento. Este nuevo subgrupo dentro del 
género Azoarcus no sólo comprende organismos anaerobios facultativos tales como A. evansii 
(Anders et al., 1995), A. tolulyticus (Zhou et al., 1995), A. toluvorans (Fries et al., 1994; Song 
et al., 1999), A. toluclasticus (Song et al., 1999) y A. buckelii (Mechichi et al., 2002), sino 
que también comprende anaerobios estrictos tales como A. anaerobius (Springer et al., 1998), 
habiendo sido todos ellos aislados por su capacidad para crecer en compuestos aromáticos 
tales como tolueno, m-xileno, fenol, resorcinol, benzoato y varios de sus derivados, 
fenilacetato, y otros. La mayor parte de los miembros del género Azoarcus descritos 
responden a una morfología de diplobacilos cortos, aunque también se ha descrito una 
morfología cocoide en el caso de algunas cepas aisladas por su capacidad de degradar m-
xileno en condiciones desnitrificantes (Hess et al., 1997). Todos ellos son microorganismos 
móviles y, en la mayoría de los casos, esa capacidad se debe a la presencia de un único flagelo 
polar (Anders et al., 1995; Song et al., 1999). Además, todos los miembros del género 
Azoarcus poseen actividad oxidasa positiva y, en casi todos los casos, actividad catalasa 
positiva. 
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3.1. Rutas periféricas de degradación anaeróbica de compuestos aromáticos. 
 
Como ya se ha indicado anteriormente, las rutas periféricas comprenden las reacciones 
enzimáticas que catalizan la  degradación de numerosos compuestos aromáticos a unos pocos 
intermediarios centrales. En el catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos se han 
descrito cuatro intermediarios centrales mayoritarios como son el floroglucinol (1,3,5-
trihidroxibenceno), resorcinol (1,3-dihidroxibenceno), hidroxihidroquinona (1,2,4-
trihidroxibenceno) y benzoil-CoA (Schink et al., 2000) (Fig. 2). Dependiendo de la energética 
del tipo de respiración anaeróbica, un mismo compuesto aromático puede ser metabolizado 
por rutas catabólicas diferentes. Así, por ejemplo, la hidroxihidroquinona se transforma en 
floroglucinol en organismos fermentadores, pero en bacterias desnitrificantes sigue una ruta 
central independiente (Schink et al., 2000). 
De los cuatro intermediarios centrales nombrados anteriormente, el benzoil-CoA (un 
tioéster de benzoato y CoA) es el más común en la degradación anaeróbica de compuestos 
aromáticos (Heider y Fuchs, 1997; Harwood et al., 1999) ya que, generalmente, en él 
confluyen las rutas periféricas a través de las cuales son degradados gran variedad de 
compuestos tales como el tolueno, fenol, etilbenceno, xilenos, cresol, indol, bencilalcohol, 
mandelato, fenilacetato, fenilpropionato, fenilalanina, tirosina, anilina, vanilina, benzoato y 
algunos de sus hidroxi- y amino- derivados, así como diversas moléculas aromáticas 
halogenadas (Heider y Fuchs, 1997; Harwood et al., 1999; Schink et al., 2000; Gibson y 
Harwood, 2002) (Fig. 3).  
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Figura 2. Esquema de la formación de los intermediarios centrales floroglucinol, resorcinol  e hidroxihidroquinona en 
el catabolismo anaeróbico de algunos compuestos aromáticos. 
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Una característica común que han de cumplir todos los compuestos aromáticos que se 
metabolizan mediante la “ruta del benzoil-CoA” es que han de ser portadores de un grupo 
carboxilo, o de un grupo alquilo que tras oxidación genere el correspondiente carboxilo, o 
bien han de ser carboxilados específicamente para generar el correspondiente ácido aromático 
en una de las etapas iniciales del metabolismo, como ocurre en el caso del catecol, fenol, los 
cresoles  y la anilina (Gibson y Harwood, 2002; Schühle y Fuchs, 2004), de modo que este 
último esté preparado para ser activado a su derivado CoA correspondiente (Heider y Fuchs, 
1997; Gibson y Harwood, 2002) (Fig. 3). En el caso del ácido fenilacético y su derivado 4-
hidroxifenilacético, se produce en primer lugar una activación con CoA y una posterior α-
oxidación de la cadena lateral que permite su descarboxilación hasta benzoil-CoA y 4-
hidroxibenzoil-CoA, respectivamente (Mohamed et al., 1993; Schneider et al., 1997), 
perdiendo éste último el grupo hidroxilo para derivar a benzoil-CoA mediante una 4-
hidroxibenzoil-CoA reductasa (deshidroxilasa) (Unciuleac et al., 2004; Boll, 2005) (Fig. 3). 
En el caso de los ácidos aromáticos de cadena lateral superior a dos carbonos, como es el caso 
del ácido fenilpropiónico, la transformación a benzoil-CoA se produce por una β-oxidación de 
la cadena lateral (Mohamed y Fuchs, 1993) (Fig. 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.
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Figura 3. Rutas periféricas de la degradación anaeróbica de diversos compuestos aromáticos vía benzoil-CoA (tomado 
de Harwood et al., 1999). 
 
La ruta de degradación del tolueno, sin embargo, implica una reacción inicial de adición 
de una molécula de fumarato mediante una bencilsuccinato sintasa (Achong et al., 2001) (Fig. 
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3). El bencilsuccinato generado es activado mediante una bencilsuccinato-CoA transferasa a 
bencilsuccinil-CoA, el cual sufre posteriormente una serie de reacciones de oxidación que 
concluyen en la formación de benzoil-CoA (Heider et al., 1998; Boll et al., 2002; Kühner et 
al., 2005). En el caso de la degradación anaeróbica de etilbenceno en organismos 
desnitrificantes, no se requiere de una primera etapa de adición de fumarato como en el caso 
del tolueno, sino que el  etilbenceno es directamente oxidado por la acción de una etilbenceno 
deshidrogenasa generando 1-feniletanol, el cual es oxidado a acetofenona y finalmente 
escindido a benzoil-CoA y acetil-CoA (Widdel y Rabus, 2001; Kühner et al., 2005). 
 
3.1.1. Activación de los ácidos aromáticos a tioésteres de CoA. 
 
Uno de los primeros pasos en la degradación anaeróbica de los compuestos aromáticos 
que confluyen en el intermediario central benzoil-CoA es su conversión a tioésteres de CoA 
mediante la acción de diversas CoA ligasas, desempeñando el grupo CoA un papel 
desestabilizador del anillo aromático equivalente al que ejercen los grupos hidroxilo en el 
catabolismo aeróbico (Heider y Fuchs, 1997). Además, se ha postulado que la función de 
tioesterificación con CoA no sólo lleva consigo la disminución del potencial de reducción del 
sustrato, sino que podría estar involucrado en el transporte de los ácidos aromáticos al interior 
celular (Harwood y Gibson, 1986) e incluso podría estar implicado en facilitar la unión del 
sustrato aromático a las enzimas implicadas en su degradación mediante el correcto 
posicionamiento del tioéster aromático en el centro activo de la enzima (Heider y Fuchs, 
1997). No obstante, la esterificación con CoA no es el único mecanismo de degradación 
anaeróbica de compuestos aromáticos ya que, como se ha comentado anteriormente, todos 
aquellos compuestos que derivan a floroglucinol, resorcinol o hidroxihidroquinona no 
requieren activación mediada por CoA para ser degradados (Heider y Fuchs, 1997; Schink et 
al., 2000).  
Se han caracterizado diversas CoA ligasas involucradas en la degradación anaeróbica de 
compuestos aromáticos en varios microorganismos. Estas enzimas difieren ligeramente en su 
estructura cuaternaria y propiedades catalíticas. Generalmente, todas están constituidas por 
una única subunidad que varía en tamaño de 48 a 65 kDa (Heider y Fuchs, 1997), aunque 
también se han descrito CoA ligasas constituidas por homodímeros o, incluso, por hexa- u 
octámeros (Tabla 2). De todas las CoA ligasas descritas, las mejor caracterizadas son las 
benzoato-CoA ligasas (Egland et al., 1995; Schühle et al., 2003), 4-hidroxibenzoato-CoA 
ligasas de R. palustris y T. aromatica (Gibson et al., 1994; Biegert et al., 1993) y la 
fenilacetato-CoA ligasa de A. evansii (Mohamed y Fuchs, 1993) las cuales han sido clonadas 
y secuenciadas. También se han caracterizado otras CoA ligasas en T. aromatica tales como 
la 3-hidroxibenzoato-CoA ligasa implicada en el catabolismo anaeróbico de 3-
hidroxibenzoato (Laempe et al., 2001) y la 2-aminobenzoato-CoA ligasa implicada en el 
catabolismo aeróbico y anaeróbico de 2-aminobenzoato (Schühle et al., 2003). En A. evansii 
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se han caracterizado dos benzoato-CoA ligasas (Mohamed et al., 2001) y dos 2-
aminobenzoato-CoA ligasas (Schühle et al., 2001) cada una implicada en la degradación 
aeróbica o anaeróbica de benzoato y 2-aminobenzoato, respectivamente (Tabla 3). Además, 
muy recientemente se ha purificado y caracterizado en una cepa de R. palustris capaz de 
degradar 3-clorobenzoato, una CoA ligasa activa frente al 3-clorobenzoato, demostrándose 
que ésta es idéntica a la ácido alicíclico-CoA ligasa (codificada por el gen aliA) salvo en un 
único aminoácido (Samanta y Harwood, 2005). El hecho de que un único cambio en la 
secuencia de aminoácidos de una CoA ligasa específica de un ácido alicíclico sea responsable 
del reconocimiento de un sustrato aromático, está de acuerdo con la significativa similitud que 
existe entre las CoA ligasas de ácidos orgánicos no aromáticos y aromáticos (Heider y Fuchs, 
1997), y de que pequeños cambios en su secuencia den lugar a una considerable variabilidad 
en la especificidad de sustrato. Todas las CoA ligasas descritas comparten una alta identidad 
de secuencia con sintasas de polipéptidos antibióticos y luciferasas, todas ellas pertenecientes 
a la superfamilia de las enzimas formadoras de acil-adenilatos (Heider y Fuchs, 1997; Chang 
et al., 1997; Samanta y Harwood, 2005). En la Tabla 2 se enumeran algunas CoA ligasas 
implicadas en la degradación anaeróbica de compuestos aromáticos.  
 
Tabla 2. Características de algunas CoA ligasas implicadas en el catabolismo anaeróbico de compuestos 
aromáticos. 
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Ref. Enzima Masa molecularE Organismo Producto 
Sustrato 
específico 
En esta tabla se muestran exclusivamente aquellas CoA ligasas que han sido purificadas o aquéllas cuyos genes han sido 
clonados y secuenciados. E, indica la estructura nativa de las enzimas descritas. Ref, corresponde a las siguientes referencias: 
1, Altenschmidt et al., 1991; 2, Geissler et al., 1988; 3, Auburger y Winter, 1992; 4, Biegert et al., 1993;  5, Gibson et al., 
1994; 6, Schühle et al., 2003; 7, Laempe et al., 2001; 8, Mohamed y Fuchs, 1993. 
 
Las CoA ligasas estudiadas hasta la fecha necesitan Mg2+, CoA y ATP (el cual es 
hidrolizado a AMP y 2Pi) para su actividad (Fig. 4) aunque, dependiendo de cada enzima 
concreta, el requerimiento por estos sustratos es más o menos estricto. Así, por ejemplo, el 
Mg2+ puede ser parcialmente sustituido por Mn2+ en algunas CoA ligasas (Mohamed y Fuchs, 
1993; Altenschmidt y Fuchs, 1992), el ATP puede ser, en parte, reemplazado por CTP en el 
caso de la 4-hidroxibenzoato-CoA ligasa de T. aromatica (Biegert et al., 1993), y el CoA 
puede ser parcialmente sustituido por la fosfopantoteína en la 4-hidroxibenzoato-CoA ligasa 
de R. palustris (Heider y Fuchs, 1997).  
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Aunque en un principio la activación de compuestos aromáticos a su correspondiente 
acil-CoA derivado ha sido considerada como una estrategia estrictamente anaeróbica para el 
catabolismo de dichos sustratos, se han descrito rutas en las que el catabolismo aeróbico de 
ciertos compuestos aromáticos requiere de una previa activación a acil-CoAs. La existencia de 
este tipo de “rutas aeróbicas híbridas” (ver apartado 2 de Introducción) en organismos capaces 
de degradar anaeróbicamente compuestos aromáticos, planteaba la cuestión de si eran las 
mismas CoA ligasas las que estaban implicadas en la activación inicial del sustrato aromático 
tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas. Los estudios llevados a cabo sobre el 
catabolismo del benzoato y 2-aminobenzoato en T. aromatica y A. evansii han revelado dos 
estrategias diferentes: mientras que T. aromatica presenta una benzoato-CoA ligasa y una 2-
aminobenzoato-CoA ligasa activas tanto en el catabolismo aeróbico como anaeróbico de 
benzoato y 2-aminobenzoato, respectivamente (Schühle et al., 2003), A. evansii, sin embargo, 
posee dos benzoato-CoA ligasas y dos 2-aminobenzoato-CoA ligasas específicas para la 
degradación aeróbica y anaeróbica de benzoato y 2-aminobenzoato, respectivamente 
(Altenschmidt et al., 1991; Mohamed et al., 2001; Gescher et al., 2002).  
De todos los compuestos aromáticos citados anteriormente, el benzoato es el más 
comúnmente degradado por bacterias anaeróbicas, por lo que los procesos involucrados en su 
catabolismo se han estudiado con mayor detalle que los de cualquier otra ruta de degradación 
anaeróbica de compuestos aromáticos (Gibson y Harwood, 2002). Por este motivo, el 
benzoato se considera el compuesto modelo para el estudio de la ruta central de degradación 
de compuestos aromáticos vía benzoil-CoA en organismos anaerobios.  
 
3.1.2. Actividad benzoato-CoA ligasa. 
 
Las benzoato-CoA ligasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza ya 
que no sólo se han aislado en microorganismos sino que también se han purificado y 
caracterizado en plantas, donde se encuentran relacionadas con rutas biosintéticas de 
metabolitos secundarios tales como la cocaína, taxol y glucosinolatos (Beuerle y Pichersky, 
2002a). 
Como ya se ha citado anteriormente, el primer paso en la degradación anaeróbica de 
benzoato es su activación a benzoil-CoA por acción de una benzoato-CoA ligasa formadora 
de AMP (Fig 4). La primera enzima con actividad benzoato-CoA ligasa fue purificada en la 
bacteria fototrófica R. palustris (Geissler et al., 1988) y el gen que codifica dicha enzima, gen 
badA, ha sido clonado y secuenciado (Egland et al., 1995). Posteriormente, se caracterizaron 
otras benzoato-CoA ligasas en diferentes organismos, entre los que destacan las β-
proteobacterias T. aromatica (Schühle et al., 2003) y A. evansii (Altenschmidt et al., 1993; 
Mohamed et al., 2001). 
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Figura 4. Reacción de activación del benzoato a benzoil-CoA por la acción de la benzoato-CoA ligasa. La benzoato-
CoA ligasa requiere la presencia de Mg2+, utilizando CoA y ATP como cosustratos de la reacción. La activación de los 
compuestos aromáticos mediante la esterificación de CoA es esencial para la degradación de dichos compuestos por la ruta 
del benzoil-CoA. 
 
En la Tabla 3 se describen varias de las benzoato-CoA ligasas descritas hasta el 
momento y los sustratos que reconocen. También se enumeran varias 2-aminobenzoato-CoA 
ligasas por poseer una significativa actividad benzoato-CoA ligasa. 
 
Tabla 3. Sustratos de algunas benzoato-CoA ligasas (Bz-CoA ligasas) y 2-aminobenzoato-CoA ligasas (2-
ABz-CoA ligasa) presentes en T. aromatica, A. evansii, R. palustris y un cultivo sintrófico (Modificado de 
Schühle et al., 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
2
3
2
2
4,5
6
<1
7
1
3
5
1
ND
100
54
138
100
90
10
75
89
33
86
56
50
ND
56
122
67
155
110
100
102
93
60
38
37
100
100
<1
4
100
100
100
100
91
100
100
Ref.
Aeróbico/Anaeróbico 
Anaeróbico 
Aeróbico 
Anaeróbico 
Aeróbico 
Anaeróbico 
Anaeróbico 
Bz-CoA ligasa  
Bz-CoA ligasa 
Bz-CoA ligasa 
2-ABz-CoA ligasa 
2-ABz-CoA ligasa 
Bz-CoA ligasa 
Bz-CoA ligasa 
Enzima 
T. aromatica  
A. evansii 
A. evansii 
A. evansii 
A. evansii 
R. palustris 
Cultivo sintrófico 
% de Actividad Tipo de 
metabolismo Organismo 4-FlBz CHC3-FlBz 2-FlBz Bz 2-ABz
Se detalla el porcentaje de actividad que cada enzima presenta frente a benzoato (Bz), 2-aminobenzoato (2-ABz), 2-
fluorobenzoato (2-FlBz), 3-fluorobenzoato (3-FlBz), 4-fluorobenzoato (4-FlBz) y ciclohexanocarboxilato (CHC). Estos 
porcentajes de actividad fueron establecidos conforme a los valores obtenidos en un ensayo espectrofotométrico acoplado, en 
presencia de ATP, CoA, Mg2+, y el correspondiente sustrato aromático o alicíclico. La bibliografía de referencia (Ref) es: 1, 
Schühle et al., 2003; 2, Altenschmidt et al., 1991; 3, Altenschmidt et al., 1993; 4, Egland et al., 1995; 5, Geissler et al., 1988 
y 6, Auburger y Winter, 1992. 
 
3.2. Rutas centrales de degradación anaeróbica de compuestos aromáticos. 
 
3.2.1. Rutas centrales del resorcinol, floroglucinol e hidroxihidroquinona. 
 
Como ya se ha citado anteriormente, dos de los intermediarios centrales en la 
degradación anaeróbica de compuestos aromáticos son el resorcinol y el floroglucinol. Ambos 
contienen dos o tres grupos hidroxilo como sustituyentes en el anillo aromático, situados cada 
uno de ellos en posición meta respecto a los demás. Esta estructura es la responsable del bajo 
carácter aromático de ambos intermediarios, lo cual se pone de manifiesto por su baja 
absorbancia a 254 nm (Heider y Fuchs, 1997). El débil carácter aromático de estos 
intermediarios centrales es, a su vez, el responsable de que el anillo aromático pueda ser 
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químicamente reducido mediante una reacción que podría equipararse a la reducción de una 
cetona a un alcohol (Heider y Fuchs, 1997), siendo éste el motivo por el cual las enzimas 
responsables de la reducción de resorcinol y floroglucinol presenten menor complejidad y 
requieran menor aporte energético que la enzima implicada en la reducción del anillo 
aromático del intermediario central benzoil-CoA (Haddock y Ferry, 1989; Brune y Schink, 
1992). La reducción de floroglucinol, mediante la floroglucinol reductasa, da lugar al 1,3-
diceto-5-hidroxiciclohexano, compuesto alicíclico que sufre la apertura del anillo mediante 
hidrólisis (Springer et al., 1998; Philipp y Schink, 2000) (Fig. 5). El resorcinol, sin embargo, 
puede ser procesado por una resorcinol reductasa dando lugar al 1,3-dicetociclohexano, de 
forma similar a lo descrito para el floroglucinol, o bien puede sufrir directamente la apertura 
del anillo por la acción de una resorcinol hidratasa (Armstrong y Patel, 1994; Heider y Fuchs, 
1997; Schink et al., 2000) (Fig. 5). Se ha descrito una ruta de degradación de 
hidroxihidroquinona involucrada en el catabolismo de resorcinol, α-resorcinolato, 3-
hidroxibenzoato, gentisato e hidroquinona en organismos desnitrificantes (Gallus y Schink, 
1998; Philipp y Schink, 1998; Philipp y Schink, 2000), siendo la hidroxihidroquinona 
finalmente degradada hasta acetato y succinato  (Schink et al., 2000; Philipp et al., 2002) 
(Fig. 5). También se ha descrito esta ruta de degradación anaeróbica de hidroxihidroquinona 
en un organismo reductor de sulfato (Reichenbecher y Schink, 1997), e incluso se ha 
caracterizado en este organismo (Desulfovibrio inopinatus) la primera enzima implicada en 
dicha ruta, la hidroxihidroquinona reductasa (Reichenbecher et al., 2000). 
 
OH
OHHO
Floroglucinol
OH
OH
Resorcinol
OHO
O
1,3-diceto-5-hidroxi-
ciclohexano
COOH
HO
O
Acetil-CoA
O
O
1,3-dicetociclohexano
COOH
O
5-ceto-2-hexenoato
Acetil-CoA
+
Butiril-CoA
Acetil-CoA
COOH
O
5-ceto-hexanoato
Hidroxihidroquinona
OH
OH
OH
OH
O
O
1,4-diceto-2-hidroxi-ciclohex-2,5-dieno
Acetato
+
Succinato
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Esquema de las rutas centrales de degradación anaeróbica de floroglucinol, resorcinol e 
hidroxihidroquinona. 
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3.2.2. Ruta central del benzoil-CoA. 
 
El benzoil-CoA es el intermediario central más frecuente en la degradación anaeróbica 
de compuestos aromáticos, por lo que el estudio de las reacciones que conducen a la 
degradación de este compuesto hasta intermediarios del metabolismo central de la célula es de 
especial relevancia. Por este motivo, la ruta central del benzoil-CoA ha sido ampliamente 
estudiada desde que, en 1969, Dutton y Evans (Dutton y Evans, 1969), y Guyer y Hegeman 
(Guyer y Hegeman, 1969), simultáneamente, propusieron una ruta degradativa de compuestos 
aromáticos en condiciones anaeróbicas a través de un mecanismo de reducción del anillo 
aromático.  
Aunque la reducción anaeróbica de un compuesto aromático fue observada por primera 
vez en la α-proteobacteria fotosintética R. palustris (Dutton y Evans, 1967; Dutton y Evans, 
1968), el sistema enzimático responsable de la reducción del anillo aromático del benzoil-
CoA mejor estudiado actualmente es el de la β-proteobacteria desnitrificante T. aromatica 
(Koch et al., 1993; Boll y Fuchs, 1995; Boll et al., 1997; Boll et al., 2002; Möbitz et al., 
2004). El primer paso de la ruta central de degradación de benzoil-CoA en T. aromatica 
consiste en la reducción enzimática del benzoil-CoA dando lugar al intermediario alicíclico, 
ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA (Fig. 6). La actividad enzimática responsable de esta 
reacción es la benzoil-CoA reductasa (Boll, 2005). El producto de la reducción del anillo 
aromático es posteriormente hidratado por una dienoil-CoA hidratasa específica para dar 6-
hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (Laempe et al., 1998). Posteriormente, este 
intermediario sufre una oxidación dependiente de NAD+ catalizada por una β-hidroxiacil-
CoA deshidrogenasa, generando el intermediario 6-cetociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA 
(Laempe et al., 1999). Finalmente, este intermediario sufre la adición de agua y la ruptura de 
un enlace C-C generando el compuesto alifático 3-hidroxipimelil-CoA, reacción catalizada 
por una ácido alicíclico-CoA hidrolasa (Laempe et al., 1999; Harwood et al., 1999) (Fig. 6).  
En R. palustris, la naturaleza del producto final de la reducción enzimática del anillo 
aromático difiere de la descrita en T. aromatica. En R. palustris, la benzoil-CoA reductasa 
cataliza dos reducciones simultáneas del anillo aromático, generando el derivado monoeno, 
ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (Gibson y Gibson, 1992; Harwood et al., 1999). Las 
reacciones que siguen a la reducción del anillo aromático en R. palustris también difieren de 
las descritas en T. aromatica. Así, una enoil-CoA hidratasa específica convierte el ciclohex-1-
eno-1-carbonil-CoA en 2-hidroxi-ciclohexano-1-carbonil-CoA, el cual sufre una oxidación 
catalizada por una alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD+ dando lugar a 2-
cetociclohexano-1-carbonil-CoA (Pelletier y Harwood, 2000). Este intermediario es 
convertido en el compuesto alifático pimelil-CoA mediante la hidrólisis del anillo aromático 
catalizada por una ácido alicíclico-CoA hidrolasa (Pelletier y Harwood, 1998). El 
intermediario pimelil-CoA es posteriormente oxidado a 3-hidroxipimelil-CoA (Harwood et 
al., 1999) (Fig. 6).  
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Así pues, hasta la fecha se han descrito dos variantes de la ruta central del benzoil-CoA, 
la ruta tipo Thauera (ruta bcr) y la ruta tipo Rhodopseudomonas (ruta bad) (Fig. 6). Sin 
embargo, es probable que existan otras variantes de la ruta central de benzoil-CoA en otros 
organismos tales como los reductores de hierro y sulfato (Peters et al., 2004). 
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Figura 6. Rutas anaeróbicas de degradación de benzoato en Thauera aromatica y Rhodopseudomonas palustris. Junto a 
cada reacción enzimática de la ruta central se marcan en rojo y azul los productos génicos implicados en R. palustris y en 
T.aromatica, respectivamente. En el margen izquierdo de la figura se especifica la actividad enzimática involucrada en cada 
reacción, en el mismo código de colores en el que se indica cada una de las etapas de la ruta central de degradación 
anaeróbica de benzoato (margen derecho de la figura). 
 
La oxidación de 3-hidroxipimelil-CoA vía glutaril-CoA genera tres moléculas de acetil-
CoA y una molécula de CO2, mediante una serie de reacciones similares a las de la β-
oxidación de ácidos dicarboxílicos y que constituyen la “ruta baja” de la degradación 
anaeróbica de compuestos aromáticos. Recientemente se ha identificado un cluster génico 
(pimFABCDE) en R. palustris responsable de la β-oxidación de ácidos dicarboxílicos a 
glutaril-CoA y, aparentemente, implicado también en la degradación anaeróbica de benzoato 
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en esta bacteria (Harrison y Harwood, 2005). La enzima glutaril-CoA deshidrogenasa 
encargada de la transformación del glutaril-CoA en crotonil-CoA se ha caracterizado en A. 
evansii y T. aromatica  (Härtel et al., 1993).  
Podríamos concluir, por lo tanto, que las reacciones que conducen a la completa 
oxidación del benzoato en bacterias desnitrificantes, como T. aromatica, responden a la 
siguiente ecuación estequiométrica: 
 
C6H5COO- + H+ + 12 H2O       7 CO2 + 30 [H]
30 [H] + 6 HNO3       18 H2O + 3 N2   
 
3.2.2.1. Actividades enzimáticas implicadas en la ruta central del benzoil-CoA. 
 
Dado que las proteínas implicadas en la degradación anaeróbica de benzoil-CoA han 
sido purificadas y caracterizadas en T. aromatica (Breese et al., 1998), en este apartado se 
hará referencia principalmente a las actividades enzimáticas de la ruta central de esta bacteria 
desnitrificante. De todas las enzimas implicadas en la ruta central de degradación de benzoil-
CoA, la única cuya actividad es estrictamente dependiente de la ausencia de oxígeno es la 
benzoil-CoA reductasa, cuyo mecanismo de acción ha sido ampliamente caracterizado en T. 
aromatica (Boll et al., 2001; Möbitz et al., 2004; Boll, 2005). La complejidad de esta 
reacción enzimática y su importancia en la degradación anaeróbica de compuestos aromáticos 
son el motivo por el cual se ha dedicado un apartado especial en esta Introducción a la 
descripción de la benzoil-CoA reductasa (apartado 3.2.2.2.).  
El producto obtenido tras la reducción del anillo aromático del benzoil-CoA por acción 
de la benzoil-CoA reductasa de T. aromatica es, como se ha citado en el apartado anterior, el 
ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA (Fig. 6). Este compuesto sufre la pérdida de un doble 
enlace del anillo alicíclico por medio de una hidratación catalizada por la segunda enzima 
implicada en la ruta de degradación anaeróbica de benzoil-CoA, la ciclohex-1,5-dieno-1-
carbonil-CoA hidratasa (Dch) (Laempe et al., 1998). Esta enzima es una dienoil-CoA 
hidratasa con un peso molecular de 27.9 kDa y con una masa molecular nativa de 95±10 kDa, 
sugiriendo una estructura homotrimérica u homotetramérica (Laempe et al., 1998). A pesar de 
que R. palustris carece de actividad dienoil-CoA hidratasa, se ha identificado en esta bacteria 
una actividad enoil-CoA hidratasa (BadK) que actúa sobre el ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA, 
producto generado por la acción de la benzoil-CoA reductasa en esta bacteria fototrofa (Fig. 
6). La dienoil-CoA hidratasa de T. aromatica (Dch) y la enoil-CoA hidratasa de R. palustris 
(BadK) tienen un grado de identidad de secuencia significativo (29%) y pertenecen a la 
misma familia de proteínas, enoil-CoA hidratasas/isomerasas (Breese et al., 1998). 
La 6-hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA deshidrogenasa dependiente de NAD+ 
(Had), cataliza la siguiente reacción enzimática de la ruta anaeróbica de degradación de 
 15
Introducción 
benzoil-CoA en T. aromatica (Laempe et al., 1999). Se trata de una proteína soluble de 37.2 
kDa que muestra una similitud significativa con deshidrogenasas de alcoholes de cadena larga 
como, por ejemplo, la bencilalcohol deshidrogenasa II de P. putida (Breese et al., 1998). La 
secuencia de aminoácidos de Had presenta motivos típicos de unión a zinc, sugiriéndose que 
podría tratarse de una proteína cuya actividad fuese dependiente de este metal (Inoue et al., 
1998), sin embargo, el hecho de que su actividad no se vea afectada por la presencia de 
EDTA, bipiridil o pirazol, sugiere que no se trata de una metaloproteína (Laempe et al., 
1999). Se ha propuesto el residuo His47 como el posible donador de protones en la oxidación 
del β-hidroxiacil-CoA dependiente de NAD+, como ocurre en el caso de las bencil-alcohol 
deshidrogenasas (Inoue et al., 1998). Por otro lado, la deshidrogenasa Had muestra una 
identidad significativa (36%) con la proteína BadC de R. palustris que, a su vez, comparte una 
considerable similitud con NADPH:quinona oxidorreductasas, por lo que se ha sugerido que 
BadC podría estar implicada en la donación de electrones a la benzoil-CoA reductasa de R. 
palustris (Egland et al., 1997). La enzima equivalente a Had en R. palustris es otra 
deshidrogenasa dependiente de NAD+ (BadH) que oxida el 2-hidroxiciclohexano-1-carbonil-
CoA a 2-cetociclohexano-1-carbonil-CoA y que pertenece a la familia de deshidrogenasas de 
alcoholes de cadena corta (Harwood et al., 1999). A pesar de que BadH y Had cumplen 
funciones similares en la degradación anaeróbica de benzoato en R. palustris y T. aromatica, 
respectivamente, ambas enzimas no comparten una similitud significativa en su secuencia de 
aminoácidos (Laempe et al., 1999). 
Finalmente, la 6-cetociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA hidrolasa (Oah) de T. aromatica es 
una β-cetoacil-CoA hidrolasa de 41.5 kDa que cataliza una doble reacción enzimática, por un 
lado la hidratación del doble enlace del 6-cetociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA y, por otro lado, 
la ruptura de un enlace C-C generando un compuesto alifático, 3-hidroxipimelil-CoA 
(Laempe et al., 1999). La β-cetoacil-CoA hidrolasa equivalente en R. palustris (BadI) muestra 
un 34% de identidad de secuencia con Oah y utiliza como sustrato el 2-cetociclohexano-1-
carbonil-CoA (Fig. 6). A diferencia de Oah, BadI sólo presenta un tipo de actividad 
enzimática consistente en la hidrólisis de un enlace C-C para generar el producto alifático 
pimelil-CoA (Pelletier y Harwood, 1998).  
 
3.2.2.2. La benzoil-CoA reductasa es la enzima responsable de la reducción del benzoil-
CoA. 
 
Como se ha indicado anteriormente, la benzoil-CoA reductasa es la enzima clave en la 
ruta central del benzoil-CoA y, por lo tanto, en el metabolismo anaeróbico de muchos 
compuestos aromáticos (Boll y Fuchs, 1995).  
Las limitaciones energéticas que supone la reducción del anillo bencénico, un proceso 
energéticamente muy desfavorable que requiere un potencial redox extremadamente bajo, son 
superadas por la benzoil-CoA reductasa gracias a la existencia de un donador de electrones de 
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bajo potencial redox, una ferredoxina (Fdx) (Boll y Fuchs, 1998; Dörner y Boll, 2002), y 
mediante el acoplamiento de esta transferencia de electrones a una hidrólisis estequiométrica 
de ATP (Boll y Fuchs, 1995; Boll et al, 1997). A pesar de su relevante papel en la 
degradación anaeróbica de compuestos aromáticos, sólo la benzoil-CoA reductasa de T. 
aromatica ha sido estudiada bioquímicamente en profundidad (Boll et al., 2000a; Boll et al., 
2001a; Boll, 2005).  
En T. aromatica, la benzoil-CoA reductasa cataliza la transferencia de dos electrones al 
anillo aromático del benzoil-CoA dando lugar al ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA. Esta 
reacción está acoplada estequiométricamente a la hidrólisis de dos moléculas de ATP a 
ADP+Pi (Boll et al., 2000a). La benzoil-CoA reductasa muestra una actividad 
específicamente dependiente de ATP, no pudiendo ser éste sustituido por GTP, UTP, CTP ni 
ADP. El Mg2+, sin embargo, puede ser reemplazado por otros cationes tales como Mn2+, Fe2+, 
Co2+ y Ca2+, pero no por Ni2+ (Boll y Fuchs, 1995).   
El mecanismo de acción propuesto para la benzoil-CoA reductasa consiste en dos 
reacciones sucesivas de transferencia de un electrón y una reacción de protonación 
alternativas, como ocurre en la reducción química de Birch, en donde la presencia del grupo 
COSCoA en el derivado tioéster del benzoato podría ser crucial para la transferencia del 
primer electrón al anillo bencénico (Buckel y Keese, 1995). Esta hipótesis se basa en que la 
presencia de este grupo funcional (COSCoA) en el anillo aromático disminuye en gran 
medida la alta energía de resonancia del anillo, la cual supone una barrera para su reducción, 
y estaría reforzada experimentalmente por el hecho de que la benzoil-CoA reductasa no 
presenta actividad frente al análogo no tioesterificado del benzoil-CoA, el benzoato, y sin 
embargo, sí muestra actividad frente a varios análogos del benzoil-CoA con distintos 
sustituyentes en el anillo aromático (Boll y Fuchs, 1995). En la tabla 4 se detallan los 
compuestos aromáticos que la benzoil-CoA reductasa de T. aromatica puede reconocer como 
sustratos y el porcentaje de actividad relativa que presenta con cada uno de ellos. 
 
Tabla 4. Especificidad de sustrato de la benzoil-CoA reductasa de T. 
aromatica. (Modificado de Boll y Fuchs, 1995). 
 
100%
<1%
78%
23%
10%
18%
12%
12%
5%
Benzoil-CoA 
Benzoato 
2-Fluorobenzoil-CoA 
3-Fluorobenzoil-CoA 
4-Fluorobenzoil-CoA 
2-Aminobenzoil-CoA 
3-Hidroxibenzoil-CoA
3-Metilbenzoil-CoA 
4-Hidroxibenzoil-CoA
Sustrato Actividad relativa 
 
 
 
 
 
 
 
 
La actividad relativa del 100% está referida a una actividad específica de 0.55 
µmol min-1 mg-1. Todos los compuestos aromáticos utilizados como sustratos 
fueron añadidos al ensayo a una concentración de 0.5 mM.  
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La benzoil-CoA reductasa de T. aromatica (BcrABCD) es un heterotetrámero de 163 
kDa, compuesto por las subunidades α (BcrA), β (BcrB), γ (BcrC) y δ (BcrD), con masas 
moleculares de 49, 48, 44 y 29 kDa, respectivamente (Fig. 7) (Dörner y Boll., 2002, Möbitz et 
al., 2004). Por comparación con otras proteínas similares tales como la 2-hidroxiglutaril-CoA 
deshidratasa/activasa de Acidaminococcus fermentans cuya estructura cristalina se conoce 
(Locher et al., 2001), se ha establecido la presencia de dos dominios funcional y 
estructuralmente diferentes: i) un dominio de activación constituido por las subunidades α y 
δ, cada una de las cuales contiene un sitio de unión a ATP y que coordinan un grupo [4Fe-4S] 
en su interfase, y ii) un dominio de reducción del sustrato, constituido por las subunidades β y 
γ, de carácter hidrofílico y que contiene dos complejos [4Fe-4S], siendo éste el hipotético 
módulo de unión del benzoil-CoA (Möbitz et al., 2004) (Fig. 7). Esta enzima también 
contiene cantidades estequiométricas de FAD, que podría estar asociado inespecíficamente a 
los dos sitios de unión al ATP (Boll et al., 2000a; Möbitz et al., 2004) (Fig. 7). La reacción 
catalizada por la benzoil-CoA reductasa comparte similitudes con el mecanismo de actuación 
de la nitrogenasa, ya que ambas proteínas utilizan la hidrólisis de ATP para superar las 
considerables barreras cinéticas y termodinámicas que presentan las reacciones de reducción 
que catalizan dichas enzimas. A pesar de estas analogías, la nitrogenasa y la benzoil-CoA 
reductasa no comparten ninguna similitud en su secuencia de aminoácidos (Möbitz et al., 
2004).  
 
[4Fe-4S]
[4Fe-4S]
BcrB
48 kDa
BcrC
44 kDa
BcrD
29 kDa
ATP
[4Fe-4S]
BcrA
49 kDa
ATP
Figura 7. Estructura molecular propuesta para la 
benzoil-CoA reductasa (BCR) de T. aromatica 
(tomado de Möbitz et al., 2004). Este modelo está 
basado en estudios espectroscópicos y en la similitud de 
la secuencia de aminoácidos que BCR comparte con el 
sistema de dos componentes 2-hidroxiglutaril-CoA 
deshidratasa/activasa de A. fermentans (Locher et al., 
2001). La flecha indica la interacción magnética 
existente entre los complejos [4Fe-4S] I y II. En naranja 
se representan las subunidades implicadas en la unión e 
hidrólisis de ATP (BcrD y BcrA); en morado se indican 
las subunidades BcrB y BcrC. En azul se indican los tres 
complejos [4Fe-4S] presentes en la BCR. 
 
Por otro lado, el donador de electrones de la benzoil-CoA reductasa es una ferredoxina, 
la cual ha sido identificada y descrita en T. aromatica. Esta ferredoxina (Fdx) es una proteína 
de 9 kDa que pertenece a la misma familia de ferredoxinas que la de Chromatium vinosum, 
las cuales contienen dos grupos [4Fe-4S] (Dörner y Boll., 2002). Esta proteína no sólo es la 
encargada de proporcionar los dos electrones que la benzoil-CoA reductasa necesita para la 
reducción del anillo aromático del benzoil-CoA (Heider y Fuchs, 1997), sino que también está 
implicada en la donación de electrones a la 4-hidroxibenzoil-CoA reductasa en T. aromatica 
para la deshidroxilación reductiva del 4-hidroxibenzoil-CoA a benzoil-CoA (Breese y Fuchs, 
1998; Boll et al., 2001b; Boll, 2005), y posiblemente también esté involucrada en otras 
reacciones de reducción implicadas en el metabolismo de compuestos aromáticos. A 
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diferencia de la 4-hidroxibenzoil-CoA reductasa de T. aromatica, enzima heterohexamérica 
que pertenece a la familia de las xantín-oxidasas y cuya estructura tridimensional es conocida 
(Unciuleac et al., 2004), la estructura tridimensional de la benzoil-CoA reductasa todavía no 
se ha podido resolver.  
Recientemente, se ha identificado en T. aromatica una actividad enzimática, la 2-
cetoglutarato:ferredoxina oxidorreductasa (KGOR), encargada de restablecer el estado activo 
de la ferredoxina (Fdred) mediante la reducción de la ferredoxina oxidada (Fdox) (Dörner y 
Boll., 2002) (Fig. 8). La enzima KGOR tiene una masa molecular de 200±20 kDa y está 
constituida por dos subunidades de 66 y 34 kDa, respectivamente, sugiriendo una estructura 
del tipo (αβ)2. La comparación de la secuencia aminoacídica de KGOR con otras 2-cetoácido 
oxidorreductasas indica que KGOR pertenece a la familia de las 2-cetoácido oxidorreductasas 
del tipo de Halobacterium (Dörner y Boll., 2002). El mecanismo de actuación propuesto para 
la 2-cetoglutarato:ferredoxina oxidorreductasa de T. aromatica (Fig. 8) sugiere que la 
ferredoxina actúa como vehículo de electrones entre el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y la 
benzoil-CoA reductasa, acoplando la oxidación del producto final de la ruta del benzoil-CoA, 
acetil-CoA, a la reducción del anillo aromático (Dörner y Boll., 2002). Según el modelo 
propuesto, la enzima KGOR reemplazaría a la 2-cetoglutarato deshidrogenasa dependiente de 
NAD+ del ciclo de los ácidos tricarboxílicos durante el crecimiento anaeróbico en compuestos 
aromáticos. 
 
Succinil-CoA
2-cetoglutarato
CICLO DEL 
CITRATO
CO2
CoA
3 Acetil-CoA
2 Fdred 2 Fdox
COSCoA COSCoA
2 ATP
2 H2O
2 ADP
2 Pi
3-Hidroxipimelil-CoA
RUTA BAJACO2
NAD+
NADH
Benzoil-CoA Ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA
NADH
Dch/Had/OahBcrABCD
KGOR
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Mecanismo de actuación de la benzoil-CoA reductasa y la enzima KGOR en el metabolismo anaeróbico del 
benzoato en T. aromatica (Modificado de Dörner y Boll, 2002). De las tres moléculas de acetil-CoA generadas por la 
reducción de cada molécula de benzoato, una de ellas podría ser suficiente para suministrar los dos electrones necesarios para 
la reducción de una molécula de benzoil-CoA. Fdox y Fdred indican el estado oxidado y reducido de la ferredoxina, 
respectivamente. 
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En la β-proteobacteria A. evansii también se ha descubierto recientemente la existencia 
de una 2-cetoglutarato:NADP+ oxidorreductasa (KGOR), que reduce específicamente NADP+  
(a diferencia de KGOR de T. aromatica que utiliza NAD+ como aceptor de electrones) y con 
una masa molecular (290±20 kDa) superior a la descrita para KGOR de T. aromatica. A 
diferencia de la enzima KGOR de T. aromatica, la enzima de A. evansii está compuesta por 
tres subunidades de 63 kDa (γ), 62 kDa (α) y 37 kDa (β), sugiriéndose, por tanto, una 
estructura cuaternaria del tipo (αβγ)2 (Ebenau-Jehle et al., 2003). Además, en esta bacteria se 
ha identificado una actividad NADPH:ferredoxina oxidorreductasa, habiéndose propuesto en 
A. evansii un modelo de cadena transportadora de electrones desde el 2-cetoglutarato hasta el 
benzoil-CoA en el que la enzima KGOR reemplazaría a la 2-cetoglutarato deshidrogenasa 
dependiente de NAD+ del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, al igual que se ha descrito para 
T. aromatica (Dörner y Boll., 2002). La enzima KGOR transfiere los electrones 
proporcionados por la oxidación del 2-cetoglutarato a succinil-CoA, hasta el NADP+ 
reduciéndolo a NADPH, el cual, a su vez, es utilizado como donador de electrones por la 
NADPH:ferredoxina oxidorreductasa, encargada de reducir la ferredoxina oxidada para que 
ésta pueda ejercer su función de transporte de electrones a la benzoil-CoA reductasa (Ebenau-
Jehle et al, 2003). 
 
3.3. Organización genética de la ruta central del benzoil-CoA. 
 
Los genes involucrados en la degradación anaeróbica de benzoato han sido clonados y 
secuenciados en la bacteria desnitrificante T. aromatica (Breese et al., 1998) y en la bacteria 
fototrófica R. palustris (Egland et al., 1997). En los dos casos, estos genes se encuentran 
agrupados en clusters. En el caso de R. palustris, todos los productos de los genes 
secuenciados, a excepción de la benzoil-CoA reductasa, fueron expresados en E. coli y su 
actividad fue caracterizada en este huésped heterólogo (Egland et al., 1997; Harwood et al., 
1999). En R. palustris los genes implicados en la degradación anaeróbica de compuestos 
aromáticos se organizan en un cluster de 25.4 kb que incluye los genes bad (“benzoic acid 
degradation”) involucrados en la degradación de benzoato, los genes ali, implicados en la 
degradación de ácidos alicíclicos, y los genes hba responsables de la degradación de 4-
hidroxibenzoato (Fig. 9).  
Los genes badDEFG codifican la benzoil-CoA reductasa de R. palustris y constituyen 
una unidad transcripcional cuya expresión se induce por benzoato (Egland et al., 1997). El 
producto del gen badB tiene un significativo nivel de identidad (50%) con ferredoxinas, que 
son las encargadas de transferir los electrones necesarios para la reducción del anillo 
aromático, tal y como se ha indicado en el apartado 3.2.2.2. A pesar de que aún no se conoce 
la función del producto génico badC, se ha postulado que también podría estar implicado en 
funciones de transporte de electrones (Egland et al., 1997). Los genes badH y badK (Fig. 9) 
codifican proteínas del tipo flavin-deshidrogenasas y enoil-CoA hidratasas, respectivamente, 
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involucradas en las reacciones que oxidan el ciclohex-1-eno-carbonil-CoA a 2-
cetociclohexano-carbonil-CoA (Fig. 6). El gen badI (Fig. 9) de R. palustris es responsable de 
la actividad 2-cetociclohexano-carbonil-CoA hidrolasa, encargada de la apertura del anillo 
alicíclico (Fig. 6). Los genes badH, badK y badI, junto con los genes aliA y aliB, constituyen 
una unidad transcripcional en orientación divergente al resto de los genes del cluster bad de 
R. palustris (Fig. 9). Por último, el gen badA es el responsable de la primera reacción 
enzimática de la ruta de degradación anaeróbica de benzoato, la activación de benzoato a 
benzoil-CoA y, junto al gen badB, constituye otra unidad transcripcional en la misma 
orientación que los operones badR, badC y badDEFG (Egland et al., 1995; Egland et al., 
1997). 
 
 
 
 
 
 
 
 
aliB
DH DH
R
FdxHidratasa
hbaA hbaC hbaDB hbaR
aliA
Ligasa Hidrolasa Regulador Reductasa Ligasa
Transportador ABC Ligasa Reductasa (deshidroxilasa) Regulador
hbaI hbaH hbaG hbaF hbaE
1 kb
Figura 9. Organización del cluster génico que incluye los genes bad (benzoic acid degradation), ali (aliciclic acid 
degradation) y hba (4-hydroxybenzoic acid degradation) en R. palustris. Con una trama punteada se representan los genes 
bad, salvo el gen regulador badR (R), que se indica en rojo. En azul se indican los genes hba, salvo aquéllos que codifican las 
subunidades de un hipotético transportador de tipo ABC, representados en naranja, y el gen regulador hbaR, señalado en rojo. 
En verde se indican los genes ali. En blanco se representan los genes de función desconocida. DH indica actividad 
deshidrogenasa y Fdx, actividad ferredoxina. Las flechas negras indican la dirección de la transcripción de los genes y las 
flechas moradas indican los diferentes operones que constituyen el cluster bad. (Modificado de Egland et al., 1997). 
 
En T. aromatica se ha identificado un cluster de 7.9 kb (cluster bcr) que inicialmente 
agrupa ocho genes (had, oah, dch, bcrC, bcrB, bcrA, bcrD y fdx) transcritos en la misma 
dirección, con distancias intergénicas muy cortas (Fig. 10). La función de cada uno de estos 
genes se asignó en base a la secuencia de aminoácidos N-terminal determinada para cada una 
de las ocho proteínas de la ruta de degradación anaeróbica del benzoil-CoA purificadas y 
caracterizadas en T. aromatica (Breese et al., 1998) (Figs. 6 y 10). El gen had, que codifica la 
6-hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA deshidrogenasa, se encuentra precedido por una 
secuencia rica en AT, que podría constituir una región promotora. En posición 3´ del gen fdx, 
el cual codifica la ferredoxina que transfiere los electrones a la benzoil-CoA reductasa, se 
localiza una estructura palindrómica adyacente a una cola de poli(T), lo cual indica que podía 
tratarse de una señal de terminación de la transcripción rho independiente, sugiriendo que los 
ocho genes constituyen un operón catabólico e implicando que los genes de función 
desconocida, orf1 y orf2, en caso de formar parte del cluster bcr, no se cotranscriben con el 
resto de los genes de dicho cluster (Breese et al., 1998) (Fig. 10). El segundo gen del presunto 
operón catabólico, oah, codifica la enzima responsable de la apertura del anillo alicíclico, la 
2-cetociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA hidrolasa. El siguiente gen del operón codifica la 
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ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA hidratasa, una dienoil-CoA hidratasa, por lo que fue 
denominado dch. Por último, los genes bcrCBAD codifican las subunidades γ, β, α y δ, 
respectivamente, de la benzoil-CoA reductasa y se encuentran adyacentes al gen fdx (Fig. 10).  
Recientemente, en el extremo 5´ del cluster bcr y transcritos en dirección contraria al 
resto de los genes del cluster, se han identificado los genes korA y korB (Fig. 10) que 
codifican las subunidades α y β, respectivamente, de la enzima KGOR, encargada de 
regenerar el estado reducido de la ferredoxina (Dörner y Boll, 2002) (Fig. 8). El gen que 
codifica la benzoato-CoA ligasa en T. aromatica (bclA) no se encuentra formando parte del 
cluster bcr, sino que se localiza en el cluster génico involucrado en la degradación aeróbica 
de benzoato (Schühle et al., 2003), siendo la expresión de este gen inducida durante el 
crecimiento aeróbico en benzoato. 
 
 
 
 
korAkorB had oah dch bcrC bcrB bcrA bcrD fdx orf1 orf2
Figura 10.  Organización del cluster génico bcr en T. aromatica (modificado de Dörner y Boll, 2002). Se representan en azul 
oscuro los genes que codifican las cuatro subunidades de la benzoil-CoA reductasa (Bcr), que da nombre al cluster; en rayas 
azules, el gen que codifica la ferredoxina; en azul claro, el gen de la dienoil-CoA hidratasa; en naranja, el gen de la ácido 
alicíclico-CoA hidrolasa; en amarillo, el gen de la hidroxiacil-CoA deshidrogenasa; y en verde, los genes que codifican las 
dos subunidades de la enzima KGOR. En blanco se indican los genes de función desconocida. 
 Recientemente se han identificado los genes responsables de la degradación 
anaeróbica de benzoato en la bacteria desnitrificante M. magnetotacticum MS-1 (Fig. 11) 
(López Barragán et al., 2004). El cluster bcr de Magnetospirillum magnetotacticum codifica 
la hipotética benzoil-CoA reductasa (bcrCBAD), ferredoxina (fdx), hidratasa (dch), 
deshidrogenasa (had), hidrolasa (oah) y la enzima KGOR (korAB). Los genes que constituyen 
el cluster bcr de M. magnetotacticum no sólo comparten un elevado grado de identidad con 
los de T. aromatica sino que, aparentemente, se disponen de manera similar estando 
agrupados en, al menos, dos operones divergentes. El hecho de que se desconozca la 
secuencia completa del genoma de M. magnetotacticum impide, por el momento, determinar 
con seguridad la organización del cluster bcr. No obstante, el gen que codifica la benzoato-
CoA ligasa en M. magnetotacticum (bclA), al igual que en el caso de T. aromatica, se localiza 
fuera del cluster bcr estando, probablemente, involucrado también en la ruta de degradación 
aeróbica de benzoato en esta bacteria (López Barragán et al., 2004). 
 
 
 
  
korB korA hadoah dch bcrC bcrB bcrA bcrD fdx
Figura 11. Organización de los genes implicados en el catabolismo anaeróbico del benzoato en M. magnetotacticum. Se 
representan en azul oscuro los genes que codifican las cuatro subunidades de la benzoil-CoA reductasa (bcrCBAD); en azul 
claro, el gen dch que codifica la dienoil-CoA hidratasa; con rayas azules se representa el gen que codifica la ferredoxina; en 
naranja, el gen responsable de la actividad hidroxiacil-CoA deshidrogenasa; en amarillo, el gen que codifica la ácido 
alicíclico-CoA hidrolasa; y en verde oscuro, los genes que codifican las dos subunidades de la enzima KGOR. Las líneas 
diagonales sencillas indican que los genes que las flanquean se localizan en los extremos de fragmentos de ADN que todavía 
no están ensamblados en el genoma de M. magnetotacticum. 
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 Por último, y con posterioridad al inicio de esta Tesis, se ha publicado en las bases de 
datos el cluster génico bzd implicado en la degradación anaeróbica de benzoato en A. evansii 
(Nº de acceso AJ428529) y el correspondiente cluster bzd de Azoarcus sp. EbN1 (Nº de 
acceso CR555306; Rabus et al., 2005). 
 
 
4. REGULACIÓN DE LAS RUTAS DE DEGRADACIÓN ANAERÓBICA DE 
COMPUESTOS AROMÁTICOS. 
 
A pesar de que en las últimas décadas ha habido un gran progreso en el estudio de las 
enzimas involucradas en la degradación anaeróbica de compuestos aromáticos, aún se 
desconocen en gran medida los elementos reguladores que controlan dichas rutas catabólicas. 
Así, tan sólo unos pocos productos génicos han sido relacionados con la regulación 
transcripcional de este tipo de rutas.  
El primer gen cuya función fue relacionada con la regulación del catabolismo 
anaeróbico de compuestos aromáticos fue el gen aadR en la bacteria fototrófica R. palustris 
(Dispensa et al., 1992; Egland y Harwood, 1999). Los estudios realizados con mutantes de R. 
palustris defectivos en el gen aadR demostraron que su producto génico está involucrado en 
la regulación de la síntesis de benzoato-CoA ligasa y 4-hidroxibenzoato-CoA ligasa, las 
cuales catalizan las reacciones iniciales de degradación anaeróbica de benzoato y 4-
hidroxibenzoato, respectivamente (Dispensa et al., 1992). Sin embargo, el alto nivel de 
identidad entre la secuencia de aminoácidos de la proteína AadR y la del bien caracterizado 
regulador transcripcional Fnr de E. coli (Unden y Schirawski, 1997; Unden et al., 2002), 
sugería que el papel de AadR podría estar implicado en la regulación de la expresión de rutas 
de degradación anaeróbica de compuestos aromáticos en respuesta a la presencia o ausencia 
de oxígeno (Egland y Harwood, 1999). Prácticamente la totalidad de los miembros de la 
familia de Fnr poseen cuatro residuos de cisteína altamente conservados que coordinan un 
grupo 4Fe-4S, responsable de la inactivación de la proteína en presencia de oxígeno 
(Khoroshilova et al., 1997: Mazoch y Kucera, 2002). El hecho de que la proteína AadR 
presente estos residuos conservados, unido al hecho de que la región promotora del operón 
badDEFG (Fig. 9) incluya una secuencia consenso de unión a Fnr, apoya la teoría de que 
AadR actúa en respuesta a condiciones de anaerobiosis en las cuales adopta una conformación 
activa, siendo capaz de unirse al promotor badDEFG de R. palustris y activando así su 
transcripción (Egland y Harwood, 1999). Por otro lado, en el cluster bad de R. palustris (Fig. 
9), se ha demostrado la existencia del gen regulador badR, cuyo producto pertenece a la 
familia de reguladores transcripcionales MarR (Egland et al., 1997; Egland y Harwood, 
1999). Estudios con mutantes de R. palustris defectivos en BadR mostraron que este 
regulador es un activador de la transcripción de algunos genes involucrados en la degradación 
anaeróbica de benzoato (genes badDEFG), pero que no es requerido para la expresión del gen 
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badA, que codifica la benzoato-CoA ligasa involucrada en el primer paso del catabolismo de 
benzoato (Egland y Harwood, 1999). Hasta ahora, los datos obtenidos en R. palustris sugieren 
que tanto AadR como BadR actúan sobre la regulación de la degradación anaeróbica de 
compuestos aromáticos y que, a pesar de que ambos actúan de forma independiente, sus 
efectos son aditivos en la activación de la transcripción de los genes bad (Egland y Harwood, 
1999). Con posterioridad, se ha identificado un regulador transcripcional implicado en la 
degradación anaeróbica de 4-hidroxibenzoato en R. palustris, codificado por el gen hbaR (Fig. 
9) (Egland y Harwood, 2000). El producto del gen hbaR muestra una significativa similitud 
de secuencia con reguladores transcripcionales de la superfamilia FNR-CRP. Aunque 
únicamente se han realizado estudios preliminares para determinar el modo de actuación de 
HbaR, se ha sugerido que podría constituir un activador de la transcripción de los genes 
implicados en los primeros pasos de la degradación de 4-hidroxibenzoato, siendo este 
compuesto la hipotética molécula inductora (Egland y Harwood, 2000).  
En la β-proteobacteria Thauera sp. T1, la cual metaboliza tolueno anaeróbicamente, se 
ha descubierto un presunto sistema regulador de dos componentes, TutB1C1, que estaría 
implicado en la regulación del catabolismo anaeróbico del tolueno (Coschigano y Young, 
1997). Posteriormente, en T. aromatica y en Azoarcus sp. T, se han identificado dos genes, 
tdiSR (toluene degradation induction sensor and regulator), que comparten una alta similitud 
con los anteriormente citados tutB1C1, y que se encuentran localizados adyacentes a los genes 
que codifican la bencilsuccinato sintasa (bssDCAB), la primera enzima involucrada en la 
degradación anaeróbica de tolueno (Leuthner y Heider, 1998; Achong et al., 2001). El sistema 
regulador TdiSR es parecido a los sistemas reguladores de dos componentes implicados en el 
catabolismo aeróbico de tolueno y estireno en Pseudomonas sp. (Lau et al., 1997; Velasco et 
al., 1998), lo que sugiere que, muy probablemente, tanto las rutas catabólicas aeróbicas como 
las anaeróbicas podrían estar controladas por sistemas similares. Los productos génicos 
TutB1/TdiS constituirían una histidín-quinasa encargada de detectar la presencia de tolueno y 
activar a TutC1/TdiR, las proteínas reguladoras que controlarían los correspondientes 
promotores catabólicos. 
Posteriormente, se identificó en T. aromatica un gen (orf11) situado en posición 5´ y en 
dirección contraria respecto a los genes catabólicos involucrados en la degradación anaeróbica 
de fenol (Breinig et al., 2000). La proteína codificada por este gen comparte una alta similitud 
(72%) con la proteína reguladora DmpR, un miembro de la familia de activadores 
transcripcionales NtrC, que activa la transcripción del operón dmp involucrado en la 
degradación aeróbica de (dimetil)fenol en Pseudomonas sp. CF600 (Wikstrom et al., 2001; 
Sarand et al., 2001). Al igual que el resto de los miembros de la familia de activadores 
transcripcionales NtrC (que habitualmente regulan la expresión de promotores dependientes 
de σ54), Orf11 presenta varios dominios conservados y se ha sugerido que podría ser el 
responsable de la activación de la transcripción del primero de los operones implicados en la 
degradación anaeróbica de fenol en T. aromatica (Breinig et al., 2000). 
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Recientemente, se ha localizado otro sistema de dos componentes del tipo TdiSR, 
posiblemente responsable de la regulación transcripcional de los operones bbs y bss, 
involucrados en la degradación anaeróbica de tolueno en Azoarcus sp. EbN1 (Kube et al., 
2004). Tanto la organización de los genes tdiSR en Azoarcus sp. EbN1 como sus 
correspondientes productos génicos, comparten una alta similitud con el sistema TdiSR de 
Azoarcus sp. T1 (79% a 81%) (Achong et al., 2001). Por otro lado, también en Azoarcus sp. 
EbN1 se ha identificado un sistema de dos componentes (Tcs2/Tcr2) posiblemente 
involucrado en la degradación anaeróbica de etilbenceno (Rabus et al., 2002). Se ha sugerido 
la existencia de una alta especificidad de TdiS por la molécula de tolueno frente a la baja 
especificidad de Tcs2, que no sólo respondería a la molécula de etilbenceno sino también a la 
de tolueno, dando lugar a una posible regulación cruzada entre los sistemas TdiSR y 
Tcs2/Tcr2 (Kühner et al., 2005). Un tercer sistema de dos componentes (Tcs1/Tcr1) podría 
estar implicado en el reconocimiento de acetofenona en la ruta periférica de degradación de 
etilbenceno de Azoarcus sp. EbN1 (Kühner et al., 2005). 
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 De lo expuesto en la Introducción de esta memoria se deduce que el catabolismo 
anaeróbico de los compuestos aromáticos implica, mayoritariamente, la ruta central del 
benzoil-CoA. A pesar de que el estudio bioquímico de dicha ruta central se había realizado 
básicamente en tres organismos modelo, R. palustris, T. aromatica y A. evansii, los genes 
implicados sólo se conocían, al inicio de esta tesis, en los dos primeros.  
 Por otro lado, la regulación de la expresión de los genes responsables de la ruta central 
del benzoil-CoA tan sólo se había estudiado en la bacteria fototrofa R. palustris, siendo 
desconocida en otras bacterias anaerobias degradadoras de compuestos aromáticos.  
 Por todo lo expuesto anteriormente, en este trabajo se planteó el estudio y 
caracterización de los genes responsables de la ruta central del benzoil-CoA en una bacteria 
desnitrificante del género Azoarcus capaz de degradar anaeróbicamente distintos compuestos 
aromáticos, entre otros, los hidrocarburos tolueno y m-xileno.  
Así pues, los seis objetivos básicos de esta Tesis han sido: 
 
1.   Identificación de Azoarcus sp. CIB y caracterización de su potencial catabólico frente a 
los compuestos aromáticos.  
 
2.   Caracterización bioquímica de las etapas iniciales de la ruta de degradación anaeróbica 
  de benzoato en Azoarcus sp. CIB. 
  
3.   Caracterización de los genes responsables de la degradación anaeróbica de benzoato, 
  cluster bzd, en Azoarcus sp. CIB. 
 
4.   Análisis transcripcional del cluster bzd. 
 
5.   Estudio de la regulación del operón catabólico bzd.  
 
6.   Caracterización molecular de la proteína reguladora BzdR.  
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 
1. CEPAS BACTERIANAS Y PLÁSMIDOS. 
 
 Las diferentes cepas de Escherichia coli, Azoarcus sp. CIB y otras cepas utilizadas en 
este trabajo se recogen en la Tabla 5 junto con sus genotipos y características más relevantes. 
 
Tabla 5. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo. 
Cepa Genotipo/Fenotipo relevante Referencia 
E. coli 
 
  
E. coli W 
 
E. coli K12 : 
 
Derivada de E. coli W ATCC 9637 auxótrofa para 
vitamina B12 
 
DH10B F´, mcrA ∆(mrr hsdRMS-mcrBC) φ80dlac∆M15  
∆lacX74 deoR recA1 araD139 ∆(ara-leu)7697 galU 
galK λ rpsL endA1 nupG 
Life Technologies 
DH5α endA1 hsdR17 supE44 thi-1 recA1 gyrA(Nalr) relA1 
∆(argF-lac) U169 depR (φ80dlac∆(lacZ) M15)   
Sambrook  y Rusell, 
2001 
XL1-Blue MRA (P2) ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 
gyrA96  supE44 relA1 thi-1 lac, P2 lisogénico  
Stratagene 
M15 Cepa de expresión de vectores pQE Qiagen 
S17-1λpir Tpr Smr recA thi hsdRM+ RP4::2-Tc::Mu::Km Tn7 
λpir lisogénico 
de Lorenzo y 
Timmis, 1994 
MC4100 araD139 ∆(argF-lac)U169 rpsL150 relA1 flbB5301 
deoC1 ptsF25 rbsR 
Casadaban, 1976 
AFMC MC4100 resistente a rifampicina  Ferrández et al., 2000
AFMCPN AFMC portadora en el cromosoma de la fusión 
traduccional PN::lacZ; Kmr 
Este trabajo 
AFMCRPN AFMC portadora en el cromosoma de la fusión 
traduccional PR-bzdR/PN::lacZ; Kmr 
Este trabajo 
CC118λpir 
 
∆(ara-leu) araD ∆lacX74 galE galK phoA20 thi-1 
rpsE rpoB argE (Am) recA1 Rfr Spr  fagoλpir 
Herrero et al., 1990 
Azoarcus sp. CIB 
 
Azoarcus sp. CIB 
 
 
Cepa silvestre degradadora de comp. aromáticos 
 
 
Este trabajo 
Azoarcus sp. CIBdbzdR Cepa CIB con disrupción insercional del gen bzdR Este trabajo 
Azoarcus sp. CIBdbzdN Cepa CIB con disrupción insercional del gen bzdN Este trabajo 
Azoarcus sp. CIBdbzdY Cepa CIB con disrupción insercional del gen bzdY Este trabajo 
Davis y Mingioli, 
1950  
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 La cepa Azoarcus sp. CIB fue depositada en la Colección Española de Cultivos Tipo 
(CECT#5669). 
 Los plásmidos utilizados y construidos en este trabajo se describen en la Tabla 6. 
  
Azoarcus sp. CIBlacZ Cepa CIB portadora en cromosoma de la fusión 
traduccional PN:lacZ 
Este trabajo 
Otras cepas   
Thauera  aromatica Cepa silvestre degradadora de comp. aromáticos Anders et al., 1995 
Rhodococcus sp. IGTS8 Cepa silvestre portadora de tres megaplásmidos Denome et al., 1994 
Plásmido Genotipo/Fenotipo relevante Referencia 
pUC18/19 Apr,  oriColE1, lacZα Sambrook y 
Rusell, 2001 
pSJ3 Apr,  oriColE1, ´lacZ, vector para búsqueda de promotores con 
el gen reportero lacZ flanqueado con dianas de restricción NotI 
Ferrández et 
al., 1998 
pK18mob Kmr, oriColE1, Mob+, lacZα, vector suicida utilizado para las 
disrupciones insercionales mediante recombinación homóloga 
Schäfer et al., 
1994 
pUTminiTn5Km2 Apr, Kmr, oriVR6K, oriTRP4, plásmido para la inserción de 
fragmentos de ADN en cromosoma, portador del minitransposón  
miniTn5Km2 
de Lorenzo et 
al., 1990 
pBBR1MCS-2 Kmr, oripBBR1MCS Mob+ lacZα, vector de clonación y 
expresión de amplio rango de huésped 
Kovach et al., 
1995 
pBBR1MCS-5 Gmr, oripBBR1MCS Mob+ lacZα, vector de clonación y 
expresión de amplio espectro de huésped 
Kovach et al., 
1995 
pCK01 Cmr, oripSC101, vector de clonación de bajo número de copias 
con polylinker flanqueado por dianas NotI 
Fernández et 
al., 1995 
pQE32 Apr, oriColE1, promotor T5, operador lac, terminadores λ to/E. 
coli rrnB T1,  N-terminal His6 
Qiagen 
pIZ1016 Gmr, oripBBR1MCS Mob+ lacZα, vector de clonación de bajo 
número de copias  
Moreno-Ruiz 
et al., 2003 
pREP4 Kmr,  plásmido que expresa el represor LacI Qiagen 
pBzdR4 Apr, pUC18 que contiene un fragmento KpnI/XbaI de 2 kb 
procedente de pSJ3RPN y que contiene el gen bzdR 
Este trabajo 
pUC18FP4 Apr, derivado de pUC18 que incluye un fragmento XbaI/EcoRI 
de 268 pb que corresponde al promotor PN 
Este trabajo 
pUCBZDA Apr, pUC18 que contiene el gen bzdA bajo el control del 
promotor Plac 
Este trabajo 
pECOR2 Apr, pUC19 que contiene un fragmento EcoRI de 6.6 kb 
procedente del fago λBzd1 
Este trabajo 
pECOR7 Apr, pUC19 que contiene un fragmento EcoRI de 7.1 kb 
procedente del fago λBzd1 
Este trabajo 
pECOR8 Apr, pUC19 que contiene un fragmento EcoRI de 5.4 kb 
procedente de Azoarcus sp. CIB que comprende el extremo 3´ 
del cluster bzd 
Este trabajo 
Tabla 6. Plásmidos utilizados y construidos en este trabajo. 
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pSJ3PR Apr, derivado de pSJ3 que contiene un fragmento KpnI/XbaI de 
675 pb (promotor PR) 
Este trabajo 
pSJ3RPN Apr, fragmento KpnI/XbaI de 2070 pb (PRbzdR/PN) clonado en 
pSJ3 
Este trabajo 
pSJ3PN Apr, derivado de pSJ3 que contiene un fragmento KpnI/XbaI de 
598 pb (promotor PN) 
Este trabajo 
pSJ3QM Apr, fragmento KpnI/XbaI de 444 pb (región intergénica bzdQ-
bzdM) clonado en pSJ3 
Este trabajo 
pSJ3VW Apr, fragmento KpnI/XbaI de 313 pb (región intergénica bzdV-
bzdW) clonado en pSJ3 
Este trabajo 
pSJ3WX Apr, fragmento KpnI/XbaI de 602 pb (región intergénica bzdW-
bzdX) clonado en pSJ3 
Este trabajo 
pSJ3YZ Apr, fragmento KpnI/XbaI de 277 pb (región intergénica bzdY-
bzdZ) clonado en pSJ3 
Este trabajo 
pK18mobPNlacZ Kmr, derivado de pK18mob con un fragmento EcoRI/HindIII  
procedente de pSJ3PN que incluye la fusión traduccional 
PN::lacZ 
Este trabajo 
pK18mobbzdN Kmr, pK18mob que  incluye un fragmento EcoRI de 523 pb 
(fragmento interno del gen bzdN) 
Este trabajo 
pK18mobbzdY Kmr, pK18mob que  incluye un fragmento EcoRI de 366 pb 
(fragmento interno del gen bzdY) 
Este trabajo 
pK18mobbzdR Kmr,  pK18mob que incluye un fragmento SmaI de 499 pb 
(fragmento interno del gen bzdR)  
Este trabajo 
pUTminiTn5PN Apr, Kmr, derivado de pUTminiTn5Km2 que contiene un 
fragmento NotI de 4.5 kb que incluye la fusión traduccional 
PN::lacZ 
Este trabajo 
pUTminiTn5RPN Apr, Kmr, derivado de pUTminiTn5Km2 que contiene un 
fragmento NotI de 5.9 kb que incluye la fusión traduccional  
PR-bzdR/PN::lacZ 
Este trabajo 
pBBR2PN Kmr, derivado de pBBR1MCS-2 que contiene un fragmento 
EcoRI/HindIII de 4.2 kb que contiene la fusión traduccional 
PN::lacZ procedente de pSJ3PN 
Este trabajo 
pBBR5PN Gmr, derivado de pBBR1MCS-5 que contiene un fragmento 
EcoRI/HindIII de 4.2 kb que contiene la fusión traduccional 
PN::lacZ procedente de pSJ3PN 
Este trabajo 
pCK01BzdR Cmr, derivado de pCK01 que contiene un fragmento de 1.6 kb 
procedente de pECOR7 y que contiene el gen bzdR bajo el 
control de Plac 
Este trabajo 
pCK01BzdA Cmr, fragmento EcoRI/ScaI de 2.2 kb que contiene el gen bzdA 
clonado en pCK01 bajo el control de Plac 
Este trabajo 
pAFK3 Cmr, plásmido derivado de pCK01 que expresa el gen paaK de E. 
coli 
Ferrández et 
al., 1998 
pQE32-His6BzdR Apr, derivado de pQE32 que incluye la fusión génica His6-bzdR Este trabajo 
pIZ1016* Gmr, derivado de pIZ1016 que carece de la diana de restricción 
NcoI 
Este trabajo 
pLB Gmr, derivado de pIZ1016* que contiene la casete bzd Este trabajo 
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2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO. 
 
 Todas las soluciones y medios de cultivo utilizados en este trabajo se esterilizaron por 
calor húmedo en un autoclave a 121ºC y 1 atmósfera de presión, o mediante filtración 
utilizando filtros estériles Millipore de 0,2 micras de diámetro. 
 Para los crecimientos de E. coli y Azoarcus sp. CIB se utilizaron diferentes medios de 
cultivo cuya composición se detalla a continuación. 
 
2.1. Medios de cultivo empleados para E. coli. 
 
El medio rico empleado fue Luria-Bertani (LB) (Sambrook y Rusell, 2001). Los cultivos 
de E. coli en medio sólido se realizaron con medio LB suplementado con agar al 1.5% (p/v). 
Cuando fue necesario, se añadió 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido (X-Gal) a 
una concentración de 0,08 mM, así como isopropil-1-tio-β-D-galactopiranósido (IPTG) a una 
concentración de 0.2 mM. 
El medio mínimo empleado en este trabajo para E. coli fue el medio M63 (Miller, 1972), 
al que se añadió agar al 1,5% (p/v) para los crecimientos en medio sólido. El medio mínimo 
se suplementó con glicerol (20 mM) como fuente de carbono, así como con las vitaminas y 
aminoácidos necesarios para cada cepa a las concentraciones recomendadas por Gerhardt et 
al. (1994). Cuando fue necesaria la anaerobiosis, se añadió KNO3 10 mM como aceptor final 
de electrones. Cuando fueron requeridos, los antibióticos se utilizaron a las concentraciones 
que se indican en el apartado 2.3. 
 
2.2. Medios de cultivo empleados para Azoarcus sp. CIB. 
 
 El medio mínimo empleado en este trabajo para cultivar las cepas de Azoarcus sp. CIB 
está basado en el medio basal MA (pH 7.5), cuya composición se detalla a continuación: 
 
KH2PO4.........................................0.33 g 
Na2HPO4.........................................1.2 g 
NH4Cl...........................................0.11 g 
MgSO4⋅7H2O..................................0.1 g 
CaCl2.............................................0.04 g 
H2O destilada............................hasta 1 l 
 
 Este medio basal fue suplementado con una solución de elementos traza (pH 6.5), 
cuya composición (1000x) se detalla a continuación: 
 
Ácido nitrilotriacético (NTA)..1.5 g ZnSO4⋅7H2O……………….0.18g
 MgSO4⋅7H2O…………………3.0 g CuSO4⋅5H2O……………....0.01 g 
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MnSO4⋅2H2O........................ 0.5 g KAI(SO4)2⋅12H2O…………0.02 g  
  NaCl………………………..1.0 g H3BO3……………………...0.01 g 
  FeSO4⋅7H2O………………..0.1 g Na2MoO⋅2H2O…………….0.01 g 
  CoSO4⋅7H2O……………...0.18 g NiCl2⋅6H2O………………0.025 g 
  NaSeO3·5H2O……………...0.3 g          H2O destilada……………hasta 1 l  
 
 También se suplementó el medio MA con una solución de vitaminas cuya composición 
(1000x) es la siguiente: 
 
  Biotina…………………....20 mg Ácido fólico……………….20 mg 
  Piridoxina-HCl…………...10 mg Tiamina-HCl⋅2H2O………..50 mg 
  Riboflavina……………….50 mg Ácido nicotínico…………...50 mg 
  D-Pantotenato cálcico…….50 mg Vitamina B12……………...50 mg 
  Ác. p-aminobenzoico……..50 mg H2O destilada……………hasta 1 l 
  
 Para el crecimiento anaeróbico de Azoarcus sp. CIB se añadió KNO3 10 mM, como 
aceptor final de electrones, al medio MC (medio basal suplementado con vitaminas y 
elementos traza). Además, para asegurar el ambiente reductor, se añadió al medio MC una 
solución de sulfuro ferroso a una concentración final de 0.044 mg/ml. 
 
2.3. Antibióticos. 
 
Los antibióticos se prepararon en soluciones 1000 veces concentradas en agua, excepto 
el cloranfenicol y la rifampicina que se disolvieron en etanol 100% y en DMSO 100%, 
respectivamente. Estas soluciones se esterilizaron por filtración y se almacenaron a –20ºC. 
Los antibióticos se utilizaron a las concentraciones finales que se indican:  
 
Ampicilina (Ap)........................100 µg/ml 
Cloranfenicol (Cm)....................34  µg/ml  
 Kanamicina (Km).......................50 µg/ml   
 Rifampicina (Rf)........................ 50 µg/ml 
Gentamicina (Gm).....................7.5 µg/ml 
 
2.4. Obtención de condiciones anaeróbicas en los medios de cultivo. 
 
 Para obtener condiciones de anaerobiosis, el medio de cultivo así como las soluciones 
de  elementos traza, nitrato potásico, sulfuro ferroso y todos los compuestos que fueron 
utilizados como fuente de carbono, se dispensaron en frascos de vidrio, los cuales se taparon 
con tapones de goma y se sellaron con arandelas de aluminio. A través del tapón de goma se 
inyectó una aguja conectada a un depósito de nitrógeno (Alpha Gas), permitiendo pasar un 
flujo de este gas al medio líquido durante varios minutos con el objeto de eliminar el oxígeno. 
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Finalmente, todos los frascos fueron autoclavados. Para obtener una  solución anaeróbica y 
estéril de vitaminas (las cuales son sensibles al calor) se realizó la misma operación descrita 
anteriormente pero con frascos de vidrio vacíos en los que, después de ser esterilizados por 
autoclave, se inyectó la solución de vitaminas mediante una jeringa conectada a un filtro 
estéril Millipore (de 0.2 micras de diámetro). Una vez preparadas estas soluciones, fueron 
añadidas al medio basal MA para obtener así el medio MC suplementado con las 
correspondientes fuentes de carbono. Tanto la filtración de las soluciones de vitaminas como 
la inoculación de los medios de cultivo con las distintas cepas bacterianas, se realizaron en 
una cámara de anaerobiosis (Forma Scientific). 
 
2.5. Condiciones de cultivo. 
 
Para los crecimientos aeróbicos, las cepas de E. coli fueron cultivadas a 37ºC con fuerte 
agitación (250 rpm), mientras que Azoarcus sp. CIB fue incubado a 30ºC con suave agitación. 
Ambas estirpes bacterianas fueron incubadas a 30ºC sin agitación para su crecimiento 
anaeróbico (Fig. 12). Cuando se utilizaron compuestos aromáticos como fuente de carbono, 
éstos fueron añadidos al medio MC a una concentración de 3 mM, salvo el tolueno, 
etilbenceno, fenol, estireno, m-xileno y los derivados clorados y fluorados del benzoato, que 
se añadieron a 1.5 mM. 
  El crecimiento de los cultivos fue monitorizado midiendo la absorbancia a 600 nm 
(A600) empleando un espectrofotómetro Shimadzu UV-260. La morfología celular se analizó 
con un microscopio de contraste de fase Nikon OPTIPHOT-2. La desnitrificación en cultivos 
anaeróbicos fue monitorizada midiendo los niveles de NO3 y NO2 con el Test Nitrates 
(Merck). El consumo de benzoato en el medio de cultivo fue monitorizado 
espectrofotométricamente a 273 nm tras la acidificación del medio con HCl. 
 
2.6. Conservación de las cepas bacterianas. 
 
Durante cortos períodos de tiempo (menos de un mes) E. coli se conservó a 4°C en 
placas de medio LB o de medio mínimo. Los cultivos anaeróbicos de Azoarcus sp. CIB se 
conservaron adecuadamente durante un periodo aproximado de un mes a 4ºC en frascos de 
vidrio. Para su conservación a largo plazo, las bacterias se congelaron en el medio de cultivo 
correspondiente con glicerol al 15% (v/v) y se mantuvieron a -80°C. 
 
2.7. Mineralización de 14C-benzoato. 
 
Para investigar la mineralización de benzoato por Azoarcus sp. CIB, se cultivaron 
anaeróbicamente células en 10 ml de medio MC suplementado con benzoato 3 mM y 5µCi de 
14C-ring-benzoato (55 mCi/mmol; Sigma-Aldrich). Un cultivo de E. coli W fue incubado 
Materiales y Métodos 
 35
anaeróbicamente en medio MC suplementado con succinato 0.2% (p/v) y 14C-ring-benzoato 
(5µCi) para ser usado como cepa control ya que ésta no tiene la capacidad de mineralizar 
benzoato. Se recogieron dos muestras de 1 ml de cada uno de estos cultivos después de 16 
horas de incubación. Una de estas muestras se hizo pasar a través de un filtro en el que 
quedaron retenidas las células, las cuales fueron lavadas dos veces con solución salina. Los 
filtros se pusieron en contacto con 3 ml de líquido de centelleo y se cuantificó la 
radioactividad contenida en las células con un contador de centelleo líquido (Ready-Safe, 
Beckman). La segunda muestra fue utilizada para detectar el 14C incorporado a las 
macromoléculas de las células y con este fin se centrifugaron ambos cultivos y se 
resuspendieron en solución salina para lisar posteriormente las células por repetidos ciclos de 
congelación-descongelación. Al extracto celular resultante se le añadió ácido tricloroacético 
100% y se incubó a 4ºC durante 2 horas para llevar a cabo la precipitación de las 
macromoléculas presentes en dicho extracto celular. Posteriormente, se obtuvo un sedimento 
por centrifugación a 12000 rpm durante 15 minutos, el cual fue lavado 3 veces con 200 µl de 
solución salina que contenía ácido tricloroacético y al que finalmente se añadió líquido de 
centelleo para proceder a la cuantificación de la radioactividad presente en las 
macromoléculas precipitadas. 
Para detectar el 14CO2 producido durante la mineralización del 14C-ring-benzoato, se 
diseñó un sistema que permitió capturar el 14CO2 producido por reacción con NaOH 0.1 N 
confinado en un recipiente localizado dentro del frasco de vidrio sellado en el que se incubó 
cada cultivo (Fig. 12). Este sistema permitió que el 14CO2 producido precipitara en forma de 
H214CO3, cuya radioactividad fue monitorizada en un contador de centelleo líquido. 
 
 
 
 
Figura 12. Recipiente empleado 
habitualmente para el crecimiento 
anaeróbico de Azoarcus sp. CIB (frasco de 
vidrio cerrado herméticamente) y 
dispositivo (tubo de vidrio con NaOH) 
utilizado para la medición del 14CO2 
generado por el consumo de 14C-ring-
benzoato en el experimento de 
mineralización del benzoato. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NaOH
Medio de cultivo inoculado 
con Azoarcus sp. CIB y que 
contiene 14C-ring-benzoato
14CO2
Arandela metálica
Tapón de goma
Frasco de vidrio
Tubo de vidrio
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3. TÉCNICAS DE MANIPULACIÓN DE ADN Y ARN. 
 
La manipulación del ADN así como otras técnicas de biología molecular fueron 
aplicadas esencialmente como ha sido descrito por Sambrook y Rusell (2001). Las 
endonucleasas de restricción fueron suministradas por Amersham Biosciences y New England 
Biolabs. La T4 ADN ligasa y el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli se 
adquirieron de Amershan Biosciences; y la T4 ADN polimerasa de Applied Biosystems. 
Todas las enzimas se utilizaron siguiendo las indicaciones de las respectivas casas 
comerciales.  
 
3.1. Aislamiento de ADN. 
 
La purificación de ADN plasmídico se realizó mediante el uso de High Pure Plasmid 
Purification Kit (Roche). Para obtener mayores volúmenes de preparaciones plasmídicas, se 
utilizó el Plasmid Midi kit (QIAGEN).  
El ADN cromosómico se extrajo empleando el procedimiento descrito por Wilson, 
1997. El ADN del fago λ se extrajo según el protocolo descrito en Sambrook y Rusell (2001). 
 
3.2. Reacción de amplificación en cadena con ADN polimerasa termorresistente (PCR). 
 
 Para llevar a cabo la amplificación de fragmentos de ADN se empleó un termociclador 
Gene ATAQ Controller (Pharmacia-LKB) y las enzimas AmpliTaq DNA polimerasa 
(Applied Biosystem) o la DNA polimerasa PFU (Biotools) de acuerdo con las instrucciones 
de los proveedores. Los productos amplificados se purificaron utilizando Gene-Clean Turbo 
kit (Q-BIOgene) o el High Pure PCR Product Purification Kit (Roche). Los 
oligonucleótidos fueron sintetizados con un sintetizador Oligo-1000M (Beckman Instruments, 
Inc.) en el servicio de Química de Proteínas del Centro de Investigaciones Biológicas. 
 En la tabla 7 se detallan los oligonucleótidos utilizados en este trabajo, excepto los 
empleados exclusivamente para la secuenciación del cluster bzd, que se encuentran 
representados sobre la secuencia de dicho cluster (Fig. 57). 
 
Tabla 7. Oligonucleótidos sintéticos utilizados en este trabajo para la amplificación de productos 
por PCR. Las secuencias subrayadas se corresponden con las dianas de restricción creadas.  
Nombre Secuencia (5'→ 3') /Diana de restricción Localización relativa y utilización  
BzdN35 GGAGTCGGTGGTCGCAAGC Región  interna de bzdR (313 pb) RT-PCR 
REG GTGCCAGGACTTCGAGGATGTC Región  interna de bzdR (313 pb) RT-PCR 
5R GGAATTCAGGTTCATTCGGCAGCGAGACA/EcoRI Fragmento de 1.6 kb (incluye a bzdR) (pBzdR4) 
3R GCGGATCCTTCGACATACTCGGCCCGAGCGGTAT
CTAC/ BamHI 
Fragmento de 1.6 kb que incluye el gen bzdR 
(pBzdR4) 
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5HISReg CGGGATCCTTTCCAACGATGAGAACTCATCAC/ 
BamHI 
Extremo 5´ de bzdR (plásmido pQE32-His6BzdR) 
3HISReg GGGAAGCTTTCAGCGTGCCAGGACTTCGAGG/ 
HindIII 
Extremo 3´ de bzdR (plásmido pQE32-His6BzdR) 
N5´ CGAATTCTGATCGAGGCCGGCATGCTG/ EcoRI Fragmento interno bzdN (523 pb) (plásmido 
pK18mobbzdN) 
N3´ CGAATTCAGCATCTCGTTGTGCTC/ EcoRI Fragmento interno bzdN (523 pb) (plásmido 
pK18mobbzdN) 
BzdP5´ CCAAGGAGCCGAGCTTCGC Fragmento interno (399 pb) de bzdP (RT-PCR) 
BzdP3´ CCGAATTCCTTGAGCGACAGC Fragmento interno (399 pb) de bzdP (RT-PCR) 
δBcr5´ GCTACGGCCGGGTGAACGTGC Oligonucleótido de A. evansii que amplifica un 
fragmento interno bzdQ  (487 pb) (sonda bzdQ) 
δBcr3´ CTTCACGACGCCCGGGTTCTTC Oligonucleótido de A. evansii que amplifica un 
fragmento interno bzdQ  (487 pb) (sonda bzdQ) 
BzdQM5´ GCGGCGCTGTTCGGCTAC Región intergénica bzdQ/bzdM (217 pb) (RT-
PCR) 
BzdQM3´ GATGCTGATGTAATACTCGCCGG Región intergénica bzdQ/bzdM (217 pb) (RT-
PCR) 
EcoR8 GGCGTCGATCCGCGCTTCC Región intergénica bzdT/bzdU (503 pb) (RT-PCR) 
BzdU3´ CATCGGGAGGTAGTTGTCGCG Región intergénica bzdT/bzdU (503 pb) (RT-PCR) 
EcoR11 CTGATCGAATCCGGCTGTAC Fragmento interno del gen bzdV (523 pb) (RT-
PCR) 
BzdV4-11 GGAACGCGGTAGGACGGG Fragmento interno bzdV (523 pb) (RT-PCR) 
BzdVW5´ GGAACAGCTCGAACGTGGCGG Región intergénica bzdV/bzdW (515 pb) (RT-PCR)
BzdVW3´ GGGCGACGTTCATCTCCTCCATC Región intergénica bzdV/bzdW (515 pb) (RT-PCR)
BzdWXII5 GCACCCGCAAGACGATCCG Región intergénica bzdW/bzdX (544 pb) (RT-PCR)
BzdWXII3 GCCGATCACTGTGCCGGAG Región intergénica bzdW/bzdX (544 pb) (RT-PCR)
Y5´ CGAATTCAGTACAACTCCTACACCACC/ EcoRI Fragmento interno bzdY (366 pb) (pK18mobbzdY) 
(sonda bzdY) 
Y3´ GGAATTCTGCCGTGCTTCGGGCCGGC/ EcoRI Fragmento interno bzdY (366 pb) (pK18mobbzdY) 
(sonda bzdY) 
YZ5´ CGGCAAGGACGTCATCGACTTC Región intergénica bzdY/bzdZ (322 pb) (RT-PCR) 
YZ3´ CCGCCGCGCCGATGCCCTG Región intergénica bzdY/bzdZ (322 pb) (RT-PCR) 
BzdZ-15´ GTTGAAGGACAGGGTCGCAATCG Fragmento interno (447 pb) de bzdZ  (RT-PCR) 
8.3.4. CTGCCCGATCGTGCCGAGC Fragmento interno (447 pb) de bzdZ  (RT-PCR) 
BzdA-25´ GGGCACGCGCGGTGGACATC Fragmento interno bzdA  (577 pb) (RT-PCR) 
8.3.2. CCCCTGCCCTGTTCGAGAG Fragmento interno bzdA (577 pb)(RT-PCR)  
3REG GGGGTACCCGTGCATCAATGATCCGGCAAG/KpnI Región intergénica bzdR/bzdN (490 pb) (RT-PCR) 
Fragmento de 598 pb bzdR/bzdN (PN) clonado en 
pSJ3PN  
N-INV-2 GCAGTGCAGGCGATGTTGAT Región intergénica bzdR/bzdN  (RT-PCR) 
5PBM GGGGTACCGAAGTCCGAAGCGCTGGGTCTGC/ 
KpnI 
Región intergénica bzdQ/bzdM (444 pb)(pSJ3QM) 
3PBM GCTCTAGACCCATTTTTTCCCTCCTCGGGCACTTA
GTAGG/ XbaI 
Región intergénica bzdQ/bzdM (pSJ3QM) 
5PBZDX GGGGTACCACATGCTCGTCGCTGCCTCCAAC/KpnI Región intergénica bzdW/bzdX (602 pb) 
(pSJ3WX) 
3PBZDX GCTCTAGACCCACGCTTCGTCTCCCTTTAGCTTTC
GG/ XbaI 
Región intergénica bzdW/bzdX (602 pb) 
(pSJ3WX) 
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5PBZDYZ GGGGTACCGGCAAGGACGTCATCGACTTC/ KpnI Región intergénica bzdY/bzdZ  (277 pb) (pSJ3YZ) 
3PBZDYZ GCTCTAGACCCATGCAAGTCCCCTTTAACCGC/ 
XbaI 
Región intergénica bzdY/bzdZ  (277 pb) (pSJ3YZ) 
RIVW5´ GCGGTACCTGCAGCAGTACGGAAAGATG/ KpnI Región intergénica bzdV/bzdW (313 pb) 
(pSJ3VW) 
RIVW3´ GCTCTAGACCCATGGTGTCTCCCCTGGTTC/ XbaI Región intergénica bzdV/bzdW (313 pb) 
(pSJ3VW) 
5BZN GCTCTAGACCCATCGAACTATCTCCTCTGATG/ 
XbaI 
Fragmento de 598 pb bzdR/bzdN (PN) clonado en 
pSJ3PN  (hibrida en posición 3´) 
5REG GGGGTACCGGTTTCGTCGCAGGTGCTGTCTGGC/ 
KpnI 
Fragmento de 675 pb (promotor PR) (pSJ3PR) y 
fragmento de 2070 pb (pSJ3RPN) 
3PREG GCTCTAGACCCATCAGCAGGTAGTTGTTCTCTTAA
CG/ XbaI 
Fragmento de 675 pb (promotor PR) (pSJ3PR)  
AINI CCGAATTCTGAATAGATAAGGAGAGGAGGAGCA
AATGGCAGAAC/ EcoRI 
Fragmento de 2.2 kb que incluye el gen bzdA 
(pUCBZDA) 
BZDB´3´ CGCCGAACGAGTATTTCCAGCTC Fragmento de 2.2 kb (gen bzdA) (pUCBZDA) 
RetI CCGAGCCTCGCGTTTTACTGC Extremo 3´ del gen bzdR  
5IVTPN CGGAATTCCGTGCATCAATGATCCGGCAAG Fragmento que incluye el promotor PN (sonda FP) 
3IVTPN CGGAATTCCATCGAACTATCTCCTCTGATG/EcoRI Fragmento que incluye el promotor PN (sonda FP) 
BzdRInt5´ GCGAGCGCAGCGGGGAATG Fragmento interno de bzdR (499 pb) 
(pK18mobbzdR) 
N-INV-III GCTTGCGACCACCGACTCC Fragmento interno de bzdR (499 pb) 
(pK18mobbzdR) 
1600R AAGGAGGTGATCCAGCC Fragmento (1525 pb) del gen ADNr 16S  
16SF1 GAGASTTTGATCHTGGCTCAG Fragmento (1525 pb) del gen ADNr 16S  
λLEFT CTGTGATGCCATGGTGTCCGACTTATGCCC Secuenciación del extremo 5´ del fragmento de 
ADN clonado en el fago λBzd1 
λRIGHT GTCCAACCCAGATAACGATCATATACATGGTTCT
C 
Secuenciación del extremo 3´ del fragmento de 
ADN clonado en el fago λBzd1 
 
3.3. Secuenciación de ADN. 
 
La secuenciación se llevó a cabo utilizando un secuenciador automático modelo ABI 
Prism 377 automated DNA sequencer (Applied Biosystems Inc), en el Servicio de 
Secuenciación Automática de DNA del CIB. Para la reacción de secuenciación se utilizó el 
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems), y la ADN 
polimerasa AmpliTaq FS, siguiendo las recomendaciones de los suministradores. Las 
reacciones se llevaron a cabo con un termociclador Gene Amp PCR System 2400 (Perkin-
Elmer) en el servicio de Secuenciación Automática de ADN del Centro de Investigaciones 
Biológicas. 
 En el caso concreto de los experimentos de extensión por cebador (primer extension), la 
secuenciación del ADN patrón se llevó a cabo según el método de terminación de la 
polimerización por dideoxinucleótidos (Sanger et al., 1977) utilizando el T7 Sequencing Kit 
(Amersham Pharmacia Biotech), y [α-32P]dCTP (14,8 × 1012 Bq/mmol, 3,7 × 105 Bq/µl) 
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(Amersham Biosciences) como deoxinucleósido trifosfato marcado radiactivamente, 
siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.  
 
3.4.  Análisis de los datos de secuencia. 
 
 El análisis de las secuencias nucleotídicas fue realizado con el servidor Infobiogen 
(http://www.infobiogen.fr/services/menuserv.html). Las secuencias de nucleótidos y las 
secuencias deducidas de aminoácidos fueron comparadas con las existentes en las bases de 
datos mediante el uso de los algoritmos BLASTN y TBLASTN, respectivamente (Altschul et 
al., 1990) a través del servidor del National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/genom_table_cgi). La comparación de parejas 
de secuencias proteicas se realizó con el programa ALIGN (Wilbur y Lipman, 1983) y los 
alineamientos múltiples de secuencias, con el programa CLUSTALW (Thompson et al., 
1994), ambos a través del servidor de Infobiogen. 
Los análisis filogenéticos del ADN ribosomal (ADNr 16S), así como de las proteínas 
homólogas a BzdR, se llevaron a cabo utilizando el método de Kimura (Kimura, 1980) y los 
árboles filogenéticos fueron construidos por el neighbor-joining method (Saitou y Nei, 1987) 
del programa PHYLIP (Felsenstein, 1993; Brodsky et al., 1995), a través del servidor 
TreeTop-GeneBee (www.genebee.msu.su/service/phtree_reduced.html). 
 
3.5. Electroforesis en campo pulsado. 
 
 La  preparación del ADN para realizar la técnica de electroforesis en campo pulsado se 
llevó a cabo según el procedimiento descrito por Gasc et al., 1991, con ciertas modificaciones 
en el proceso de lisis celular, la cual se realizó según Rainey et al., 1994. Para la electroforesis 
se emplearon geles de agarosa al 1% en TBE-SG (Tris 75 mM, ácido bórico 25 mM, EDTA 
0.1 mM). La electroforesis se llevó a cabo en el mismo tampón a 170 V con una rampa de 
pulsos de duración ascendente (de 1 a 45 segundos) durante 24 horas y a 15ºC, utilizando un 
equipo CHEF-DRII (Bio-Rad). Los marcadores moleculares empleados (225 a 2200 kb) 
fueron ADN de Saccharomyces cerevisiae (Bio-Rad). Como control de la presencia de 
megaplásmidos se usaron muestras de Rhodococcus sp. IGTS8, la cual posee tres 
megaplásmidos de 50, 120 y 400 kb, respectivamente (Denome et al., 1994).  
 
3.6. Extracción de ARN y ensayos de retrotranscripción-PCR (RT-PCR). 
 
 Azoarcus sp. CIB fue cultivado anaeróbicamente en medio MC con benzoato o 
succinato hasta alcanzar una A600 de 0.3. Las células fueron obtenidas por centrifugación a 
10000 rpm durante 10  minutos y resuspendidas en solución salina. La lisis celular se produjo 
por ciclos de congelación-descongelación y el ARN total de Azoarcus sp. CIB fue 
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posteriormente extraído con el High Pure RNA isolation kit (Roche). La contaminación de 
ADN en las preparaciones de ARN se eliminó mediante un tratamiento con el DNase 
treatment and removal kit (Ambion). 
 Para la obtención de ADNc se utilizó 1 µg de ARN purificado y 3 U de transcriptasa 
reversa, Avian myeloblastosis virus reverse transcriptase (Promega), en un volumen final de 
reacción de 30 µl y se incubó a 42ºC durante una hora. Para las reacciones de PCR  se usaron 
20 µl de las muestras de ADNc y 2.5 U de AmpliTaq DNA polymerase (Roche). En las 
reacciones control, las cuales carecían de transcriptasa reversa, no se obtuvo ningún producto 
de PCR lo que confirmaba que los productos generados en esta PCR procedían 
exclusivamente de la amplificación de ADNc en lugar de tratarse de productos procedentes de 
ADN contaminante en la preparación de ARN.  
 
 
4. CONSTRUCCIÓN DE GENOTECAS DE Azoarcus sp. CIB. 
 
4.1. Construcción de una genoteca de Azoarcus sp. CIB en E. coli mediante el uso del 
fago λ DASH II. 
 
 Para la construcción de una genoteca de Azoarcus sp. CIB, se emplearon 30 µg de 
ADN genómico de este organismo, digerido parcialmente con la enzima de restricción 
Sau3AI. Tras analizar los fragmentos obtenidos mediante electroforesis en geles de agarosa, 
se seleccionaron aquellos fragmentos que correspondían a tamaños de 15 a 25 kb, los cuales 
fueron purificados con lana de vidrio, según se describe en Sambrook y Rusell, 2001. Estos 
fragmentos purificados fueron ligados al vector λ DASH II digerido con BamHI (Stratagene 
Cloning System). Para empaquetar este ADN recombinante del fago λ se utilizó el Gigapack 
III XL packaging extract (Stratagene) y las partículas fágicas obtenidas se utilizaron para la 
infección de E. coli XL1-Blue MRA(P2), como se describe en Sambrook y Rusell (2001). 
Para la selección de los clones positivos se utilizó como sonda un fragmento de ADN (487 
pb) obtenido por PCR tras la amplificación, con los oligonucleótidos δBcr5´ y δBcr3´ (Tabla 
7), de una región interna del gen bzdQ de Azoarcus sp. CIB. Este fragmento de ADN fue 
marcado con digoxigenina por la técnica de random primer siguiendo las instrucciones del 
DIG DNA labeling kit (Roche). Las placas de lisis positivas (4 placas de lisis de 2000 
analizadas) fueron detectadas con el DIG luminescence detection kit (Roche). El título de los 
fagos seleccionados fue escalado y su ADN purificado como describe Sambrook y Rusell 
(2001) para su posterior análisis y secuenciación.  
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4.2. Construcción de una genoteca de Azoarcus sp. CIB en E. coli mediante el uso del 
plásmido pUC19. 
 
 Para la construcción de una genoteca de Azoarcus sp. CIB en E. coli DH10B, se extrajo 
ADN de Azoarcus sp. CIB y se digirió con la enzima de restricción EcoRI. Los fragmentos 
obtenidos fueron clonados en el plásmido pUC19 digerido con la misma enzima de 
restricción. La selección de los clones positivos de la genoteca se realizó por hibridación con 
una sonda de ADN de 366 pb marcada con digoxigenina, y la cual corresponde a un 
fragmento interno del gen bzdY (sonda bzdY) amplificado por PCR con los oligonucleótidos 
BzdY5´ y BzdY3´ (Tabla 7). Posteriormente, se comprobó que el clon seleccionado, 
pECOR8, contenía el extremo 3´ del cluster bzd (Tabla 6) (Fig. 19). 
 
 
5. PROCEDIMIENTOS DE TRANSFERENCIA GENÉTICA. 
 
5.1. Transformación de células de E. coli. 
 
 Las células de E. coli se transformaron utilizando dos procedimientos distintos. Uno de 
los métodos empleados para la preparación de células competentes y transformación de las 
mismas fue el del RbCl y choque térmico (Sambrook y Rusell, 2001). El otro procedimiento 
empleado fue la electroporación (Wirth et al., 1989) utilizando un equipo Gene Pulser/Pulse 
Controller (Bio-Rad). 
 
5.2. Transferencia de plásmidos por conjugación. 
 
 En la mayoría los casos, los procesos de conjugación se realizaron como se detalla en de 
Lorenzo y Timmis (1994). Sin embargo, cuando Azoarcus sp. CIB participó como cepa 
receptora, se realizaron una serie de modificaciones tales como el uso de medio mínimo MC 
con succinato 0.4% (p/v) como fuente de carbono y una elevada densidad de células en el 
proceso de conjugación (109-1010 células/ml). La cepa donadora en los procesos de 
conjugación fue E. coli S17-1λpir, la cual fue contraseleccionada tras el proceso de 
conjugación en medio MC suplementado con citrato (compuesto que E. coli no puede utilizar 
como sustrato de crecimiento).   
 
5.2.1. Construcción de los mutantes Azoarcus sp. CIBdbzdN, Azoarcus sp. CIBdbzdY y 
Azoarcus sp. CIBdbzdR. 
 
 Para la construcción de los mutantes Azoarcus sp. CIBdbzdN,  Azoarcus sp. CIBdbzdY y 
Azoarcus sp. CIBdbzdR se procedió a la disrupción insercional de los genes bzdN, bzdY y 
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bzdR, respectivamente, por recombinación homóloga. Para ello, se amplificaron fragmentos 
internos de los genes bzdN, bzdY y bzdR y se clonaron en el polylinker de pK18mob 
(plásmido movilizable que no replica en Azoarcus). Las construcciones resultantes, 
pK18mobbzdN, pK18mobbzdY  y pK18mobbzdR (Tabla 6) fueron transferidas de la cepa 
donadora, E. coli S17-1λpir, a la cepa receptora, Azoarcus sp. CIB, mediante conjugación 
biparental. Los transconjugantes presentaban una disrupción génica por inserción, mediante 
recombinación homóloga, de los respectivos derivados del plásmido suicida pK18mob, y 
fueron seleccionados aeróbicamente en medio MC suplementado con kanamicina (50 µg/ml) 
y con citrato 0.4% (p/v) como fuente de carbono para la contraselección de la cepa donadora. 
Los mutantes Azoarcus sp. CIBdbzdN, Azoarcus sp. CIBdbzdY y Azoarcus sp. CIBdbzdR 
fueron analizados por PCR para confirmar la disrupción de los respectivos genes truncados. 
 
5.2.2. Construcción del mutante Azoarcus sp. CIBlacZ. 
 
 Para la construcción de este mutante de Azoarcus sp. CIB, el plásmido pK18mobPNlacZ 
(derivado del plásmido suicida pK18mob que contiene la fusión traduccional PN::lacZ) (Tabla 
6) fue transferido a la cepa Azoarcus sp. CIB mediante conjugación biparental en la que E. 
coli S17-1λpir actuó como cepa donadora. Las condiciones en las que se llevó a cabo la 
conjugación y la selección de los transconjugantes fueron similares a las descritas en el 
apartado anterior. El clon seleccionado, Azoarcus sp. CIBlacZ, fue confirmado por PCR y 
presentaba la fusión traduccional PN::lacZ insertada en el promotor PN del genoma de 
Azoarcus sp. CIB regenerando una copia intacta de los genes catabólicos bzd. 
 
5.2.3. Construcción de las cepas E. coli AFMCPN y E. coli AFMCRPN. 
 
 Para la construcción de las cepas E. coli AFMCPN y E. coli AFMCRPN, las fusiones 
traduccionales PN::lacZ y PR-bzdR/PN::lacZ, presentes en los plásmidos pSJ3PN y pSJ3RPN 
(Tabla 6), fueron subclonadas como fragmentos NotI en el minitransposón del vector 
pUTmini-Tn5Km2 (de Lorenzo et al., 1990). Los plásmidos recombinantes obtenidos, 
pUTmini-Tn5PN y pUTmini-Tn5RPN (Tabla 6; Fig. 33), se seleccionaron en células de E. coli 
S17-1λpir en medio LB en presencia de kanamicina, actuando posteriormente como cepa 
donadora en una conjugación biparental con E. coli AFMC como cepa receptora. Los 
transconjugantes de E. coli AFMC que habían insertado en cromosoma las fusiones 
traduccionales PN::lacZ (E. coli AFMCPN) y PR-bzdR/PN::lacZ (E. coli AFMCRPN) (Tabla 5) 
fueron seleccionados con rifampicina (selección de la cepa receptora E. coli AFMC) y 
kanamicina (selección de los minitransposones portadores de las fusiones).  
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6. TÉCNICAS DE MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS. 
 
6.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). 
 
Las electroforesis analíticas de proteínas se realizaron en todos los casos en condiciones 
desnaturalizantes en presencia de dodecilsulfato sódico (SDS). La técnica utilizada fue la 
descrita por Laemmli (1970) utilizando geles de poliacrilamida en placa (PAGE) a una 
concentración del 10-12.5%. Las muestras se hirvieron durante 5 min en presencia del tampón 
de ruptura (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8; SDS 2%, β-mercaptoetanol 5%, glicerol 10% y azul de 
bromofenol 0,005%). Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y a 50 mA 
(corriente constante), utilizando un electrolito que contenía Tris-HCl 25 mM pH 8,8, glicina 
192 mM y SDS 0,1%. Las proteínas de los geles se tiñeron con azul brillante de Coomassie 
R-250, según se describe en Swank y Munkres et al. (1971). Las proteínas empleadas como 
marcadores de tamaño molecular [fosforilasa B (97,4 kDa), seroalbúmina bovina (BSA) (66,2 
kDa), ovoalbúmina (45 kDa), anhidrasa carbónica (31 kDa), e inhibidor de tripsina (21,5 
kDa)] se adquirieron de Bio-Rad.  
 
6.2. Determinación de la secuencia N-terminal de BzdR. 
  
 El análisis de la secuencia N-terminal de la proteína BzdR se llevó a cabo tal y como 
describe Speicher (1994). El extracto crudo celular de un cultivo de E. coli DH5α (pBzdR4), 
en el que la proteína BzdR se encuentra sobreproducida, se transfirió directamente desde el 
SDS-PAGE 12.5% a membranas de difluoruro de polivinilideno y se tiñó con negro amido. 
La banda correspondiente a la proteína BzdR (298 aa) codificada por el plásmido  pBzdR4, se 
escindió del gel y se analizó por el método de degradación de Edman en un secuenciador 
automático modelo 477A (Applied Biosystems Inc.) en el servicio de Química de Proteínas 
del CIB.  
 
6.3. Sobreproducción y purificación de la proteína His6-BzdR. 
 
 El plásmido recombinante pQE32-His6BzdR (Tabla 6) contiene el gen bzdR 
desprovisto de su codón de inicio de la traducción y con una secuencia añadida de 6 histidinas 
en su extremo 5´ (ver apartado 9.3.1. de Resultados). La sobreproducción de esta proteína 
His6-BzdR se realizó en una cepa de E. coli M15 portadora del plásmido pREP4, que contiene 
el gen lacI (Tabla 6) para el estricto control de la expresión del gen His6-bzdR clonado bajo el 
control del promotor PT5 en el plásmido pQE32-His6BzdR. Células de E. coli M15 (pREP4,  
pQE32-His6BzdR) fueron incubadas a 37ºC en 50 ml de LB en presencia de ampicilina y 
kanamicina hasta que el cultivo alcanzó una A600 de 0.4-0.5 (aproximadamente 3 horas), 
momento en el cual se indujo la sobreexpresión de la fusión His6-BzdR mediante la adición de 
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IPTG a una concentración de 0.2 mM. Las células fueron incubadas a 37ºC durante otras 3 
horas y posteriormente se centrifugaron a 10000 rpm durante 15 minutos. El sedimento 
celular fue resuspendido en 5 ml de tampón de lisis (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, 
imidazol 20 mM, pH 8) y se procedió a la rotura de las células mediante tratamiento en la 
prensa de French (Aminco Corp.) a una presión de 20000 psi. El lisado celular fue 
centrifugado a 26000 rpm durante 20 minutos a 4ºC. El sobrenadante fue cuidadosamente 
decantado y se hizo pasar a través de columnas de agarosa-níquel-ácido nitrilotriacético, Ni-
NTA, (QIAGEN). Las columnas se lavaron con 50 volúmenes de tampón de lavado 
(NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 40 mM, pH 8) y finalmente la proteína His6-
BzdR fue eluida con un tampón de elución  de composición idéntica al tampón de lavado pero 
con imidazol a una concentración de 750 mM. La muestra eluida fue dializada a 4ºC en 
tampón FP (Tris-HCl 20 mM pH 7.5, glicerol 10%, β-mercaptoetanol 2 mM y KCl 50 mM), 
repartida en alícuotas y almacenada a –20ºC.  
 
6.4. Ensayos de actividad enzimática. 
 
6.4.1. Ensayo de actividad benzoil-CoA reductasa. 
 
Para ensayar la actividad benzoil-CoA reductasa de Azoarcus sp. CIB, esta cepa fue 
cultivada anaeróbicamente en medio MC con benzoato (3 mM), como única fuente de 
carbono, y KNO3 (10 mM) como aceptor final de electrones. Para la preparación de los 
extractos crudos celulares, 2 g de células de Azoarcus sp. CIB fueron resuspendidas en 
condiciones anaeróbicas en 2 ml de Tris-HCl 100 mM (pH 7.8), glicerol 20% (p/v), 
ditiotreitol 2 mM y 1-2 mg de DNasa I. Se procedió a la lisis celular mediante tratamiento en 
la prensa de French (20000 psi) y el lisado celular resultante fue ultracentrifugado a 100000xg 
bajo condiciones anaeróbicas, como se describe en Brackmann y Fuchs (1993). El 
sobrenadante fue utilizado como extracto crudo en el ensayo de actividad benzoil-CoA 
reductasa tal y como se ha descrito previamente (Koch y Fuchs, 1992; Boll y Fuchs, 1995; 
Ebenau-Jehle et al., 2003). Este ensayo enzimático fue realizado bajo estrictas condiciones de 
anaerobiosis a 30ºC. La mezcla estándar de ensayo (0.35 ml) contenía tampón ácido 
morfolinopropanosulfónico–KOH 100 mM (pH 7.2), MgCl2 10 mM, CoA 0.5 mM, ATP 7 
mM, 14C-benzoato 200 µM (4810 kBq/µmol; Amersham Biosciences), ditionito sódico 5 mM 
(como donador de electrones) y 50 µl de extracto celular con una concentración proteica de 
70 mg/ml. Cuando este ensayo se llevó a cabo con extractos de T. aromatica, el ditionito fue 
reemplazado por citrato-Ti (III) 5 mM. El sustrato de la benzoil-CoA reductasa, el benzoil-
CoA, fue obtenido mediante incubación previa de la mezcla de reacción durante 10 minutos a 
30ºC con 10 µl de una fracción parcialmente purificada con actividad benzoato-CoA ligasa (6 
mg/ml; 0.3 µmol/min mg) de T. aromatica. Tras la adición del extracto crudo de Azoarcus sp. 
CIB se tomaron muestras (50 µl) entre 0.1 minutos y 15 minutos de comenzar el ensayo 
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enzimático. A las muestras recogidas se les añadió 5 µl de KOH 4 M y se incubaron a 80ºC 
durante 10 minutos para proceder a la hidrólisis alcalina del benzoil-CoA residual y de los 
productos derivados de CoA marcados radioactivamente generados en el ensayo. Tras la 
acidificación a pH 2 por la adición de 2 µl de H2SO4 50% y posterior centrifugación, se 
tomaron 5 µl de cada muestra (en la que se encontraban los ácidos carboxílicos obtenidos, 
libres del grupo CoA) y se analizaron por cromatografía en capa fina (TLC) en silica gel 
(Kieselgel 60, F254; Merck), utilizando como solvente l-butanol (25%) y éter di-isopropilo 
(75%). Como control de la formación de tioésteres, se analizaron por TLC varias muestras 
que no habían sido sometidas a hidrólisis alcalina. Para confirmar que la preparación 
parcialmente purificada de benzoato-CoA ligasa de T. aromatica no contenía actividad 
benzoil-CoA reductasa residual, se realizó un control adicional del experimento, de modo que 
en una de las muestras de reacción no se añadió extracto de Azoarcus sp. CIB, 
comprobándose que en este caso no se generaban los productos de reacción. Para poder 
comparar el patrón de productos generados en el ensayo de actividad benzoil-CoA reductasa 
en extractos de Azoarcus sp. CIB con los productos ya caracterizados en T. aromatica, se 
realizó en paralelo el ensayo con una preparación parcialmente purificada de benzoil-CoA 
reductasa de T. aromatica (0.4 mg/ml; 0.25 µmoles/min mg). Los productos radioactivos 
analizados por TLC fueron visualizados por autorradiografía con una placa de 
phosphorimager (Fuji Photo Film) y el análisis semicuantitativo fue realizado con el software 
Quantity One (Bio-Rad). 
Para el posterior análisis de los productos generados en el ensayo de actividad benzoil-
CoA reductasa, las muestras hidrolizadas y acidificadas, como se ha descrito anteriormente, 
fueron sometidas a cromatografía líquida de alta presión (HPLC) como describen Koch y 
Fuchs (1992) y Koch et al. (1993). 25 µl de cada muestra se inyectaron en una columna de 
fase reversa C18 con ácido fórmico 40 mM (pH 2.5) y metanol como fase móvil. La detección 
de los productos marcados radioactivamente con 14C fue realizada mediante una medida 
espectrofotométrica a 260 nm y por monitorización de la radioactividad con un analizador 
específico (Raytest, Straubenhart, Alemania).  
 
6.4.2.  Ensayos de actividad benzoato-CoA ligasa. 
 
 La actividad benzoato-CoA ligasa fue ensayada tanto en extractos de Azoarcus sp. 
CIB como en extractos de E. coli DH10B (pUCBZDA) en los que la benzoato-CoA ligasa se 
encontraba sobreproducida. Para obtener extractos de E. coli DH10B (pUCBZDA), se 
cultivaron células aeróbicamente en medio LB con ampicilina hasta alcanzar una A600 de 2. 
Para la obtención de extractos de Azoarcus sp. CIB, esta cepa fue cultivada anaeróbicamente 
en medio mínimo MC con benzoato 3 mM como fuente de carbono hasta alcanzar una A600 de 
0.3. Tanto las células de E. coli DH10B (pUCBZDA) como las de Azoarcus sp. CIB fueron 
centrifugadas y resuspendidas en tampón Tris-HCl 100 mM, pH 8.5. Las células fueron 
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lisadas por sonicación (3 pulsos de 10 segundos en un sonicador Branson) y los restos 
celulares se eliminaron por centrifugación. Los sobrenadantes fueron utilizados como 
extractos crudos celulares en los ensayos de actividad benzoato-CoA ligasa. La concentración 
de proteínas en los extractos fue determinada por el método de Bradford (Bradford, 1976), 
utilizando BSA como patrón.  
 La actividad benzoato-CoA ligasa fue monitorizada espectrofotométricamente a 30ºC 
mediante dos tipos de ensayo: directo y acoplado. En todos los experimentos realizados a lo 
largo de esta Tesis se ha utilizado el método directo, de forma rutinaria, para la 
monitorización de la actividad benzoato-CoA ligasa, salvo en aquéllos casos en los que se 
indica expresamente lo contrario. 
 
6.4.2.1. Ensayo directo. 
 
 En el ensayo directo se determinó la actividad benzoato-CoA ligasa mediante la 
monitorización espectrofotométrica de la formación de derivados de CoA, como ha sido 
descrito por Niemetz et al. (1995). La mezcla estándar de ensayo (600 µl) contenía Tris-HCl 
100 mM (pH 8.5), ditiotreitol 2 mM, MgCl2 5 mM,  ATP 1 mM, CoA 0.4 mM, sustrato 
aromático 1 mM y 6 µl de extracto crudo celular. La formación del benzoil-CoA fue medida 
espectrofotométricamente a 290 nm (ε = 3.9 mM-1 cm-1), el 2-hidroxibenzoil-CoA fue medido 
a 320 nm (ε = 5.9 mM-1 cm-1), 3-hidroxibenzoil-CoA a 310 nm (ε = 3.3 mM-1 cm-1), 4-
hidroxibenzoil-CoA a 300 nm (ε = 10.55 mM-1 cm-1) y el 2-aminobenzoil-CoA fue medido a 
365 nm (ε = 5.5 mM-1 cm-1) (Niemetz et al., 1995; Ziegler et al., 1989). 
 
6.4.2.2. Ensayo indirecto o acoplado. 
 
 En el ensayo indirecto, se determinó la actividad benzoato-CoA ligasa midiendo la 
formación de AMP mediante su acoplamiento al sistema enzimático formado por la 
mioquinasa, piruvato quinasa y lactato deshidrogenasa y la consecuente monitorización 
espectrofotométrica de la desaparición de NADH a 365 nm (Ziegler et al., 1989) (Fig. 13). 
 La mezcla de reacción (600 µl) contenía Tris-HCl 100 mM (pH 8.5), MgCl2 5 mM, 
ATP 2 mM, CoA 1 mM, fosfoenolpiruvato 2 mM, sustrato aromático 0.5 mM, NADH 0.5 
mM, 1.2 µl de una mezcla de piruvato quinasa (1 U) y lactato deshidrogenasa (1 U) de 
músculo de ratón (Roche), 0.6 µl de mioquinasa (0.6 U) de músculo de pollo (Sigma-Aldrich) 
y 6 µl de extracto crudo celular. 
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Figura 13. Reacciones implicadas en el ensayo 
acoplado de actividad benzoato-CoA ligasa. 
La actividad benzoato-CoA ligasa (indicada en 
verde) se mide mediante la monitorización de la 
desaparición de NADH (medida 
espectrofotométrica a 365 nm, indicado en rosa). 
Las actividades que constituyen el sistema 
enzimático al que se acopla la actividad 
benzoato-CoA ligasa, se marcan en azul 
(mioquinasa, piruvato quinasa y lactato 
deshidrogenasa).  
 
 
 
 
 
 
6.4.3. Ensayo de actividad β-galactosidasa. 
 
 Para el ensayo de actividad β-galactosidasa se emplearon células de E. coli portadoras 
de la fusión PN::lacZ, cultivadas anaeróbicamente en medio mínimo M63 con glicerol (20 
mM) como fuente de carbono y en presencia de distintos compuestos aromáticos, según se 
detalla en cada caso, o bien células de Azoarcus sp. CIBlacZ cultivadas anaeróbicamente en 
medio MC con kanamicina y en presencia de benzoato 3 mM y/u otra fuente de carbono no 
aromática (0.4% p/v). Los cultivos se incubaron a 30ºC, tanto en el caso de E. coli como de 
Azoarcus sp. CIB, hasta alcanzar la A600  deseada en cada caso. La actividad β-galactosidasa 
se analizó permeabilizando las células y las unidades de actividad enzimática (Unidades 
Miller) se determinaron según el método descrito por Miller (1972). 
 
 
7. DETERMINACIÓN DEL SITIO DE INICIO DE LA TRANSCRIPCIÓN. 
 
7.1. Extracción de ARN. 
 
 La determinación del sitio de iniciación de la transcripción de la región promotora PN se 
llevó a cabo empleando células de Azoarcus sp. CIB que contenían el plásmido pBBR2PN 
(PN::lacZ), las cuales fueron cultivadas anaeróbicamente en medio MC con gentamicina 
suplementado con benzoato 3 mM hasta que el cultivo alcanzó una A600 de 0.3. Las células 
fueron lavadas, resuspendidas en tampón TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM EDTA) con 
lisozima (50 mg/ml; Sigma) y posteriormente lisadas por varios ciclos de congelación-
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descongelación. El ARN total fue extraído mediante el uso del Rneasy Mini kit (Qiagen) de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
 
7.2. Extensión por cebador (primer-extension). 
 
 Se procedió al análisis del sitio de inicio de la transcripción (+1) mediante la técnica de 
extensión por cebador. La extensión se realiza mediante un cebador que hibrida con el ARNm 
en una posición cercana al supuesto sitio de iniciación de la transcripción. Para la 
identificación de la posición +1 del promotor PN  se empleó el oligonucleótido 5BZN (Tabla 
7), que hibrida entre los nucleótidos +4 y -19 respecto al residuo de adenina del codón de 
inicio de la traducción  del gen bzdN, el cual fue marcado previamente en su extremo 5´ con la 
polinucleótido quinasa del fago T4 en presencia de [γ-32P]ATP (3000 Ci/mmol; Amersham 
Biosciences). Las reacciones de extensión por cebador se llevaron a cabo empleando 10 µg de 
ARN total en un volumen máximo de 6 µl y en presencia de la Super ScriptTM II RNase H- 
Reverse Transcriptase, según el método descrito por Martín et al. (1995). Para determinar la 
longitud de los productos obtenidos en la reacción de extensión, se realizó la secuenciación 
del plásmido pBBR2PN utilizando el mismo oligonucleótido 5BZN, como se describe en el 
apartado 3.3 de esta sección. Los productos obtenidos en las reacciones fueron analizados por 
electroforesis en geles de poliacrilamida 6%-urea 8M, detectándose por autorradiografía (se 
utilizaron películas HyperfilmTM-MP (Amersham Biosciences) y pantallas amplificadoras 
(Cronex Lightning Plus DuPont).  
 
 
8. ENSAYOS DE UNIÓN DE ADN A PROTEÍNA. 
 
8.1. Ensayos de retardo en gel. 
 
 Para los ensayos de retardo en gel se utilizó un fragmento de ADN de 268 pb que incluía 
la región comprendida entre los nucleótidos –174 a +79 respecto al sitio de inicio de la 
transcripción del promotor PN y que fue amplificado por PCR usando como ADN molde el 
plásmido pSJ3PN (Tabla 6) y los oligonucleótidos 5BZN y RetIII (Tabla 7), los cuales poseen 
dianas para las enzimas de restricción XbaI y EcoRI, respectivamente. Este fragmento de 
PCR, después de ser digerido con XbaI y EcoRI, se clonó en pUC18 generando el plásmido 
pUC18FP4 (Tabla 6) y, a continuación, el fragmento de ADN fue escindido de este  plásmido 
recombinante mediante digestión con las enzimas EcoRI y HincII y se marcó 
radioactivamente en el extremo cohesivo generado por EcoRI con [α-32P]dATP (6000 
Ci/mmol; Amersham Biosciences) y el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli, 
como describe Sambrook y Rusell (2001). El fragmento marcado (sonda PN) fue purificado 
con Gene-Clean Turbo (Q-BIOgene). 
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 Las mezclas de reacción contenían extractos celulares de la cepa M15 (pREP4; pQE32-
His6BzdR) o proteína His6-BzdR purificada así como la sonda PN marcada radioactivamente a 
una concentración de 0.1 nM en un volumen final de reacción de 9 µl. El tampón de retardo 
utilizado contenía Tris-HCl 20 mM, pH 7.5, glicerol 10%, β-mercaptoetanol 2 mM, KCl 50 
mM y seroalbúmina bovina (BSA) 250 µg/ml. El resultado de la reacción se analizó por 
electroforesis en geles de poliacrilamida al 5% con tampón TBE 0.5x (Tris-borato 45 mM, 
EDTA 1 mM). El gel se secó sobre papel Whatman 3MM y los productos de la reacción se 
detectaron por autorradiografía con películas Hyperfilm MP (Amersham Biosciences). 
 
8.2. Ensayos de protección frente a la digestión con DNasa I (footprinting). 
 
 Para realizar los ensayos de footprinting con DNasa I se utilizó un fragmento de PCR 
amplificado a partir del plásmido pECOR7 (Tabla 6) con los oligonucleótidos 5IVTPN y 
3IVTPN (Tabla 7). Este producto de PCR fue digerido con las enzimas de restricción PvuII y 
EcoRI y el fragmento resultante (405 pb) fue marcado en el extremo 3´ cohesivo generado por 
la enzima EcoRI, mediante la acción del fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli 
en presencia de [α-32P]dATP, como se ha descrito en el anterior apartado. El fragmento 
marcado radioactivamente fue purificado con el kit Gene-Clean Turbo (Q-BIOgene) y se 
denominó sonda FP.  
 Las mezclas de reacción para el ensayo de footprinting se realizaron en tampón FP 
(Tris-HCl 20 mM, pH 7.5, glicerol 10%, β-mercaptoetanol 2 mM y KCl 50 mM), al que se 
añadió BSA (500 µg/ml) en presencia de sonda FP 2 nM y 15 µl de proteína His6-BzdR 
purificada (a concentraciones comprendidas entre 5 y 250 nM). Las muestras (en un volumen 
final de reacción de 20 µl) se incubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos, 
transcurridos los cuales se añadieron 3 µl (0.05 U) de DNasa I (Amersham Biosciences) 
diluida en un tampón Tris-HCl 10 mM pH 7.5, CaCl2 10 mM, MgCl2 10 mM y KCl 125 mM. 
La digestión con DNasa I se realizó a 37ºC durante 20 segundos y la reacción fue detenida por 
la adición de 180 µl de solución DNasa STOP (acetato sódico 0.4 M, EDTA 2.5 mM, 50 
µg/ml de ADN de esperma de salmón y 0.3 µl/ml de glicógeno). Las muestras fueron 
sometidas a una extracción con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico y el ADN fue precipitado 
en presencia de etanol absoluto tras una centrifugación a 14000 rpm a 4ºC y posteriormente 
lavado con etanol 70%. Las muestras se secaron y se resuspendieron en tampón de carga 
[Tris-HCl 10 mM pH 8.0, formamida 80%, EDTA 20%, azul de bromofenol 0.05% (p/v) y 
azul de xilencianol 0.05% (p/v)] y fueron desnaturalizadas por incubación a 95ºC durante 
varios minutos. Los mismos fragmentos fueron secuenciados por el método A+G de Maxam y 
Gilbert (Maxam y Gilbert, 1980) y analizados junto a las reacciones de footprinting en geles 
desnaturalizantes de poliacrilamida 6% (v/v)-urea 8 M, los cuales se secaron a vacío sobre 
papel Whatman 3 MM y, por último, se expusieron en películas Hyperfilm MP (Amersham 
Biosciences). 
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9. MODELADO DE LA PROTEÍNA BzdR. 
 
 Los métodos utilizados para obtener modelos tridimensionales de las regiones N-BzdR y 
C-BzdR fueron BIOINBGU (Fischer, 2000), FFAS (Rychlewski et al., 2000), FUGUE (Shi et 
al., 2001), HMM (Karplus et al., 1998) y 3D-PSSM (Kelley et al., 2000). Con la ayuda de 
estos programas se seleccionaron una serie de proteínas de estructura conocida, que sirvieron 
como modelos para la predicción de la estructura tridimensional de N-BzdR y C-BzdR (Tabla 
8). 
 El modelo tridimensional full-atom se obtuvo a través del servidor de modelado de 
proteínas SWISS-MODEL (Guex et al., 1999; Schwede et al., 2003). La energía de los 
modelos fue minimizada con el método CNS (Brünger et al., 1998) y las estructuras 
resultantes se validaron con el programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993) y con el 
servidor de verificación de proteínas ERRAT (Colovos y Yeates, 1993). Los modelos finales, 
después de la minimización de energía con CNS, mostraron una estequiometría correcta con 
un 100% de los residuos predichos en regiones permitidas en el programa Ramachandran. 
Además, los resultados obtenidos con el programa ERRAT (Colovos y Yeates, 1993) indican 
que los porcentajes límite por debajo del 95% de confianza, son del 77.3% y el 86.3% para las 
regiones N-terminal y C-terminal, repectivamente. El modelo de interacción entre BzdR y el 
benzoil-CoA fue realizado con el programa O (Jones et al., 1991). 
 
Tabla 8. Proteínas de estructura conocida seleccionadas para el modelado de N-BzdR y C-BzdR.  
 
 
 
  
 
  
 
 
 
Se indica para cada modelo el código del Protein Data Bank (entre paréntesis). La puntuación del porcentaje de certeza 
>80% es: >10 para BIOINBGU, >8 para FFAS, >5 para FUGUE y <1 para 3D-PSSM. 
a Se indica la puntuación E (E-score), debido a que el proceso de reconocimiento del modelo no fue activado porque el 
BIOINBGU encontró buena puntuación en la búsqueda preliminar con PSI-BLAST. 
b En este caso, se indican los valores E (valores <3e-5 son típicos de proteínas cuya estructura es significativamente similar) 
(Karplus et al., 1998). 
 
  
MÉTODO N-BzdR C-BzdR 
BIOINBGU 
 
FFAS 
 
FUGUE 
 
HMMb 
 
3D-PSSM 
1r69 
(48.7) 
 
1adr 
(25.45) 
 
1r69 
(12.08) 
 
1b0n 
(7.35e-12) 
 
1b0n 
(3.1e-4) 
1zug 
(34.2) 
 
2r63 
(24.40) 
 
2cro 
(12.08) 
 
2Or1 
(1.06e-10) 
 
1adr 
(0.330) 
1b0n-A
(30.7) 
 
3cro-R 
(23.73) 
 
1adr 
(12.08) 
 
1adr 
(3.00e-10) 
 
1r69 
(0.581) 
 
1l4u-Aa
(9e-25) 
 
2shk-B 
(27.17) 
 
1shk 
(24.68) 
 
1e6c-A 
(4.41e-24) 
 
1l4u-A 
(0.007) 
 
2shk-Ba 
(7e-23) 
 
2cmk-A 
(10.20) 
 
1kag 
(24.68) 
 
1via-A 
(2.29e-21) 
 
1kag 
(0.011) 
 
3adka 
(2e-18) 
 
1nks-F 
(10.11) 
 
1knq 
(18.40) 
 
1kag-A 
(5.14e-21) 
 
1via 
(0.014) 
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IV. RESULTADOS 
 
 
 
1. AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE Azoarcus sp. CIB. 
 
Azoarcus sp. CIB fue aislado a partir de un cultivo obtenido de la Colección Alemana 
de  Cultivos Tipo (DSMZ) catalogado como Azoarcus sp. M3 (DSM 12184), que había sido 
descrito en la literatura por su capacidad de utilizar tolueno y m-xileno como fuentes de 
carbono en condiciones desnitrificantes (Hess et al., 1997). Sin embargo, cuando se determinó 
la secuencia del ADNr 16S del cultivo DSM 12184 y se comparó con la descrita para 
Azoarcus sp. M3 (Nº de acceso Y11040) se observaron 14 cambios de bases, lo cual indicaba 
que la cepa obtenida del cultivo DSM 12184 no se correspondía con Azoarcus sp. M3. Esta 
cepa, no descrita hasta el momento, fue depositada en la Colección Española de Cultivos Tipo 
(CECT 5669) y se denominó Azoarcus sp. CIB. Cuando se realizó un análisis filogenético 
mediante la comparación de la secuencia del ADNr 16S de Azoarcus sp. CIB (Nº de acceso 
AF515816) con las secuencias depositadas en las bases de datos, los resultados revelaron que 
Azoarcus sp. CIB se agrupaba con otras cepas de la especie Azoarcus toluvorans (Fig. 14), las 
cuales habían sido descritas por su capacidad para degradar anaeróbicamente compuestos 
aromáticos (Song et al., 1999).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Árbol filogenético basado en la secuencia del ADNr 16S de distintas cepas degradadoras de compuestos 
aromáticos del género Azoarcus. Para la construcción de este árbol filogénetico se utilizó el “neighbour_joining method” 
(Saitou y Nei, 1987) mediante el programa PHYLIP (Felsenstein, 1993). En azul se muestra la posición que ocupa Azoarcus 
sp. M3 y en rojo, la que ocupa Azoarcus sp. CIB. Entre paréntesis se indican los números de acceso de cada secuencia en las 
bases de datos del GenBank. La barra indica la distancia filogenética que corresponde a un cambio de base por cada 100 
nucleótidos. 
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Azoarcus evansii KB740 (X77679)
Azoarcus sp. PH002 (AF011329)
Azoarcus anaerobius (Y14701) 
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2. CRECIMIENTO DE Azoarcus sp. CIB EN DIFERENTES FUENTES DE 
CARBONO. 
 
Se analizó la capacidad de Azoarcus sp. CIB para utilizar diversos compuestos 
aromáticos, así como algunos compuestos alifáticos, como única fuente de carbono y energía 
en condiciones desnitrificantes. Para ello, se utilizó medio mínimo MC suplementado con 
KNO3 10 mM como único aceptor final de electrones y la fuente de carbono correspondiente. 
Los crecimientos se realizaron a 30ºC y sin agitación. En la tabla 9 se detallan los resultados 
obtenidos: 
Compuesto Crecimiento Compuesto Crecimiento 
Benzoato + Protocatecuato - 
2-Hidroxibenzoato - Homogentisato - 
3-Hidroxibenzoato + Catecol - 
4-Hidroxibenzoato + p-Cumarato - 
2-Aminobenzoato - Resorcinol - 
4-Aminobenzoato - Nicotinato - 
2-Fluorobenzoato + Isonicotinato - 
3-Fluorobenzoato - Tiramina - 
2-Clorobenzoato - Ftalato - 
3-Clorobenzoato - Ferulato - 
3-Metilbenzoato - Vanilina - 
Tolueno + Cinamato - 
m-Xileno + Tropato + 
Fenilacetato + Mandelato - 
4-Hidroxifenilacetato + Quinato - 
Fenilacetaldehído + Pimelato + 
3-Fenilpropionato +  Etanol - 
2-Hidroxifenilpropionato -  Piruvato + 
3-Hidroxifenilpropionato + Casaminoácidos + 
Fenilalanina + Adipato + 
Feniletilamina + Maleato - 
Tirosina + Succinato + 
Bencilamina + Malato + 
Bencilalcohol + Citrato - 
Benzaldehído + Glicerol - 
Feniletanol + Glucosa  - 
Fenilglioxilato - Fructosa - 
Etilbenceno - Maltosa - 
Fenol - Glutarato + 
m-Cresol - Acetato + 
p-Cresol -   
Tabla 9. Crecimiento anaeróbico de Azoarcus sp. CIB en diferentes fuentes de carbono. El signo “+” indica que se 
apreció crecimiento significativo de Azoarcus sp. CIB tras 72 a 96 h de incubación en medio mínimo MC suplementado con 
cada compuesto como única fuente de carbono y KNO3 10 mM como aceptor final de electrones. El signo “-“ significa 
ausencia de crecimiento en dicha fuente de carbono. Los compuestos indicados en negro son aromáticos y los marcados en 
morado corresponden a compuestos no aromáticos. Los compuestos aromáticos se utilizaron a una concentración de 3 mM, 
salvo el tolueno, etilbenceno, m-xileno, m-cresol, p-cresol y los derivados clorados y fluorados del benzoato, que se 
emplearon a 1.5 mM para evitar efectos de toxicidad. Los compuestos no aromáticos se utilizaron al 0.4% (p/v). 
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Dado que Azoarcus sp. CIB es una bacteria anaerobia facultativa, también se analizó la 
capacidad de ésta para utilizar diferentes compuestos como única fuente de carbono y energía 
en condiciones aeróbicas (Tabla 10). En estos crecimientos se utilizó el medio MC en 
ausencia de KNO3 y suplementado con cada compuesto a una concentración idéntica a la 
utilizada en los crecimientos anaeróbicos. La incubación aeróbica se realizó a 30ºC con 
agitación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 10. Crecimiento aeróbico de Azoarcus sp. CIB en diferentes fuentes de carbono. El signo “+” indica que se 
apreció crecimiento significativo de Azoarcus sp. CIB tras 72 a 96 h de incubación en medio mínimo MC suplementado con 
cada compuesto como única fuente de carbono. El signo “-“ representa ausencia de crecimiento en dicha fuente de carbono. 
Se indican en negro los compuestos aromáticos y en morado, los compuestos no aromáticos. Los compuestos aromáticos se 
utilizaron, como en el caso de los crecimientos anaeróbicos, a una concentración de 3 mM, salvo los derivados clorados y 
fluorados del benzoato, tolueno, m-xileno, etilbenceno y estireno, que se emplearon a 1.5 mM para evitar toxicidad. Los 
compuestos no aromáticos se utilizaron al 0.4% (p/v). 
 
 Cuando Azoarcus sp. CIB se cultivó en medio mínimo MC con benzoato (3mM) como 
única fuente de carbono y nitrato (KNO3 10 mM) como único aceptor final de electrones, su 
tiempo de duplicación fue de 8-12 horas durante la fase exponencial de crecimiento (Fig. 15). 
En estas condiciones de crecimiento, Azoarcus sp. CIB presenta una morfología de 
diplobacilo corto y móvil (Fig 16). La eficiencia máxima de crecimiento anaeróbico de 
Azoarcus sp. CIB se ha observado en cultivos con 10 mM de KNO3  y 20 mM de succinato, 
llegando a alcanzarse en este caso una A600 de 0.8 tras 48 horas de incubación. 
 
 
 
 
 
 
Compuesto Crecimiento Compuesto Crecimiento 
Benzoato + Etilbenceno - 
2-Hidroxibenzoato - Nicotinato - 
3-Hidroxibenzoato + Resorcinol - 
4-Hidroxibenzoato - Bencilamina + 
2-Aminobenzoato - Fenilacetato + 
4-Aminobenzoato - Ferulato - 
2-Clorobenzoato - Estireno - 
3-Clorobenzoato - Gentisato + 
2-Fluorobenzoato - Isopropanol - 
3-Fluorobenzoato - Glutarato + 
3-Metilbenzoato - Succinato + 
3-Hidroxifenilpropionato + Citrato + 
Fenilalanina - Adipato + 
Tirosina - Pimelato + 
Tolueno + Quinato - 
m-Xileno - Etanol - 
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Figura 15. Crecimiento anaeróbico de 
Azoarcus sp. CIB en benzoato como única 
fuente de carbono. Azoarcus sp. CIB se 
cultivó en medio mínimo MC con benzoato 3 
mM como única fuente de carbono y KNO3 
como aceptor final de electrones. El 
crecimiento  de Azoarcus sp. CIB (línea roja) 
se valora por el incremento de absorbancia a 
600 nm (A600). El consumo de benzoato (en 
mM) se representa con una línea azul y se 
valoró como se indica en el apartado 2.5 de 
Materiales y Métodos. 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Observación de 
Azoarcus sp. CIB al microscopio 
de contraste de fases. Azoarcus sp. 
CIB presenta una morfología de 
diplobacilo corto y móvil durante la 
fase exponencial de crecimiento en 
condiciones desnitrificantes y en 
presencia de benzoato como única 
fuente de carbono. 
 
 
 
Cuando se analizó la resistencia de Azoarcus sp. CIB a diferentes antibióticos en medio 
MC y succinato 0.2% (p/v) como fuente de carbono en condiciones aeróbicas, se observó que 
Azoarcus sp. CIB es sensible a tetraciclina (5 µg/ml), estreptomicina (50 µg/ml), ampicilina 
(100 µg/ml), kanamicina (50 µg/ml), gentamicina (10 µg/ml), rifampicina (50 µg/ml), 
eritromicina (20 µg/ml) y cloranfenicol (34 µg/ml). Tan sólo se observó crecimiento de 
Azoarcus sp. CIB con espectinomicina (50 µg/ml) después de 72 horas de incubación.  
 
 
3. DEGRADACIÓN ANAERÓBICA DE BENZOATO POR Azoarcus sp. CIB. 
 
3.1. Mineralización anaeróbica de benzoato. 
 
Para demostrar experimentalmente que Azoarcus sp. CIB es capaz de mineralizar 
benzoato en condiciones desnitrificantes, se diseñó un experimento basado en el método de 
Grbic´-Galic´ y Vogel (1987), en el que se utilizó benzoato marcado radioactivamente con 14C 
únicamente en el anillo bencénico (14C-ring-benzoato). Azoarcus sp. CIB se cultivó en medio 
mínimo MC suplementado con KNO3 10 mM y benzoato 3 mM como única fuente de 
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carbono, al que se añadió 5 µCi de 14C-ring-benzoato (55 mCi/mmol). Como control negativo 
del experimento se utilizaron células de E. coli W (incapaces de mineralizar benzoato) 
cultivadas anaeróbicamente en medio MC suplementado con succinato 0.2 % (p/v) y 14C-ring-
benzoato (5 µCi). Cuando ambos cultivos alcanzaron una A600 de 0.1-0.2, se tomó una 
muestra de cada uno de ellos y se pasaron a través de un filtro que fue posteriormente lavado 
con solución salina. La radioactividad presente en las células retenidas en dichos filtros fue de 
36000 cpm (aproximadamente el 11% de la radioactividad añadida al cultivo) para Azoarcus 
sp. CIB, y de tan sólo 195 cpm para células de E. coli W. Este experimento también permitió 
determinar la cantidad de 14C incorporado a macromoléculas mediante el procesamiento de 
una muestra del cultivo de Azoarcus sp. CIB. Tras la centrifugación de la muestra, las células 
recuperadas fueron lisadas mediante ciclos de congelación-descongelación. Posteriormente se 
añadió ácido tricloroacético al extracto crudo celular resultante y tras la correspondiente 
centrifugación se consiguió la precipitación de las macromoléculas presentes. De este modo, 
se determinó que la radioactividad que Azoarcus sp. CIB había incorporado a sus 
macromoléculas ascendía a un 97% de la cantidad de radioactividad presente en dichas 
células. 
Además, mediante una reacción química que permitía la precipitación del CO2 como 
H2CO3 (ver apartado 2.7 de Materiales y Métodos), se pudo determinar la formación de 
H214CO3 a partir del 14CO2  producido durante la mineralización del 14C-ring-benzoato por 
cultivos de Azoarcus sp. CIB. Por el contrario, apenas se detectó H214CO3 procedente de 
cultivos de E. coli W, confirmando estos resultados que Azoarcus sp. CIB metaboliza 
benzoato hasta mineralizarlo. 
 
3.2. Actividad benzoato-CoA ligasa. 
 
Una vez demostrada la capacidad de Azoarcus sp. CIB para mineralizar 
anaeróbicamente el benzoato, se planteó estudiar la ruta metabólica responsable de dicho 
proceso. La reacción enzimática que inicia la degradación anaeróbica de benzoato en otras 
bacterias, tales como T. aromatica y R. palustris, es la que activa el anillo bencénico mediante 
la formación de un derivado de CoA, benzoil-CoA, por la acción de una benzoato-CoA ligasa 
formadora de AMP (ver apartado 3.1.2 de Introducción) (Altenschmidt et al., 1991; Egland et 
al., 1995; Schühle et al., 2003). Para analizar si Azoarcus sp. CIB también utiliza este 
mecanismo de activación del benzoato, se realizaron ensayos de actividad benzoato-CoA 
ligasa con extractos crudos obtenidos de células de Azoarcus sp. CIB cultivadas 
anaeróbicamente en benzoato o succinato como única fuente de carbono y energía. Si bien se 
detectó una actividad benzoato-CoA ligasa de 0.17 µmol de benzoil-CoA formado min-1 mg 
de proteína-1 en extractos procedentes de células cultivadas en benzoato, no se observó 
actividad benzoato-CoA ligasa en extractos procedentes de células cultivadas 
anaeróbicamente en succinato. Además, la actividad benzoato-CoA ligasa era dependiente de 
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la presencia del sustrato aromático (benzoato), ATP, Mg2+ y CoA, ya que la ausencia de 
cualquiera de ellos en el ensayo enzimático impedía la formación de benzoil-CoA. 
 Estos resultados sugerían que la ruta de degradación anaeróbica de benzoato en 
Azoarcus sp. CIB es inducible por el compuesto aromático en cuestión y su etapa inicial 
consiste en la activación del benzoato a benzoil-CoA a través de una actividad benzoato-CoA 
ligasa formadora de AMP. 
 
3.3. Actividad benzoil-CoA reductasa. 
 
Como se ha indicado en el apartado 3.2.2.2 de la Introducción, la segunda etapa 
enzimática en la degradación anaeróbica de benzoato requiere condiciones de estricta 
anaerobiosis y está catalizada por la enzima benzoil-CoA reductasa (Boll et al., 2002; Boll, 
2005). Para comprobar si esta actividad enzimática se encontraba presente en extractos 
celulares de Azoarcus sp. CIB cultivado anaeróbicamente en benzoato, se realizó un ensayo 
de actividad benzoil-CoA reductasa con dichos extractos. El benzoil-CoA radioactivo 
utilizado como sustrato de la reacción fue obtenido de manera enzimática mediante 
preincubación de 14C-benzoato con benzoato-CoA ligasa parcialmente purificada de T. 
aromatica (ver apartado 6.4.1. de Materiales y Métodos). La formación de compuestos 
marcados radioactivamente procedentes de la reducción del benzoil-CoA radioactivo en 
presencia de extractos de Azoarcus sp. CIB fue detectada, tras someter las muestras a 
hidrólisis alcalina, mediante TLC y la correspondiente autorradiografía. Después de 3 minutos 
de ensayo, la mayoría del 14C-benzoil-CoA (compuesto 1) es convertido en dos productos 
menos polares (compuestos 2 y 3) y en otros productos más polares (compuesto 4) (Fig. 17A). 
En una muestra control en la que se suprimió la reacción de hidrólisis alcalina, los 
compuestos marcados radioactivamente no migraron en el sistema de TLC utilizado quedando 
retenidos en la línea de inicio (Fig. 17A, calle 6), lo cual confirma que se trata de tioésteres 
altamente polares. Como era de esperar, cuando el extracto de Azoarcus sp. CIB no se añadió 
al ensayo, no se formó ningún producto a partir del 14C-benzoil-CoA tras 10 minutos de 
incubación (Fig. 17A, calle 7). Este resultado descarta, además, la presencia de benzoil-CoA 
reductasa contaminante en la preparación de la benzoato-CoA ligasa utilizada para la 
formación de 14C-benzoil-CoA, lo cual era previsible ya que esta preparación de T. aromatica 
fue obtenida bajo condiciones aeróbicas que inactivan irreversiblemente la benzoil-CoA 
reductasa en tan sólo unos segundos (Boll y Fuchs, 1995).  
El patrón de productos obtenido a partir del 14C-benzoil-CoA con el extracto de 
Azoarcus sp. CIB se comparó con el generado por una muestra parcialmente purificada de la 
benzoil-CoA reductasa de T. aromatica (Fig. 17B), una enzima cuyo mecanismo de reacción 
ha sido ampliamente estudiado (capítulo 3.2.2.2 de la Introducción) (Boll et al., 2001a; 
Möbitz y Boll, 2002; Möbitz et al., 2004; Boll, 2005). El producto de la benzoil-CoA 
reductasa de T. aromatica es el ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA (Boll et al., 2000b) (Fig. 
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7) y el compuesto 2 (Fig 17B) representa el correspondiente ácido no esterificado con CoA. 
El compuesto 5 (Fig. 17B) se corresponde con el siguiente compuesto hidratado de la ruta, 6-
hidroxi-ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (Fig. 6), no esterificado con CoA y obtenido por la  
acción de la dienoil-CoA hidratasa que constituye una impureza frecuente en las 
preparaciones de benzoil-CoA reductasa de T. aromatica (Boll et al., 2000b). Como puede 
observarse en la Fig. 17A, el compuesto 2 formado por el extracto celular de Azoarcus sp. 
CIB migra en TLC de forma similar  al compuesto 2 obtenido con la preparación de reductasa 
procedente de T. aromatica (Fig. 17B). Además, los dos compuestos comigraban en HPLC, 
indicando que se trata del mismo ácido alicíclico. El compuesto 3 (Fig. 17A) muy 
probablemente corresponde al ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA no esterificado con CoA que se 
formaría, en las condiciones del ensayo in vitro, tras una segunda etapa de reducción del 
intermediario dieno originado por la benzoil-CoA reductasa, como ya se ha demostrado 
previamente con la benzoil-CoA reductasa de T. aromatica (Boll et al., 2000b). El compuesto 
4 (Fig. 17A) corresponde a la forma no esterificada de compuestos más polares cuya 
estructura se desconoce. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Autorradiografías de las TLCs resultantes del ensayo de actividad benzoil-CoA reductasa con extractos de 
Azoarcus sp. CIB (A) y con una preparación de benzoil-CoA reductasa  parcialmente purificada de T. aromatica (B).  
A) Las calles 1 a 5 contienen muestras tomadas tras 5 s, 1 min, 3 min, 5 min y 10 min de ensayo, respectivamente. La 
muestra de la calle 6 es similar a la de la calle 5, pero sin sufrir hidrólisis alcalina. La calle 7 corresponde a un control del 
ensayo en ausencia de extracto celular de Azoarcus sp. CIB después de 10 min de incubación. El compuesto 1 corresponde a 
[14C]benzoato. El compuesto 2 corresponde al ácido ciclohex-1,5-dieno-1-carboxílico. El compuesto 3 corresponde, muy 
probablemente, al ácido ciclohex-1-eno-1-carboxílico. El compuesto 4 corresponde a la forma no esterificada de productos 
más polares. B) Las calles 1 a 6 contienen el mismo tipo de muestras que en el panel A pero utilizando una preparación de 
benzoil-CoA reductasa parcialmente purificada de T. aromatica. Los compuestos 1 y 2 se corresponden con los del panel A. 
El compuesto 5 corresponde al ácido 6-hidroxi-ciclohex-1-eno-1-carboxílico.  
 
La actividad específica de la benzoil-CoA reductasa en extractos de Azoarcus sp. CIB es 
de 5 nmol de benzoil-CoA formado min-1 mg de proteína-1, lo que constituye 
aproximadamente el 25-30% de la actividad valorada en extractos celulares de A. evansii 
(Ebenau-Jehle et al., 2003) y T. aromatica (Koch y Fuchs, 1992; Boll y Fuchs, 1995).  
 En resumen, los datos basados en las actividades benzoato-CoA ligasa y benzoil-CoA 
reductasa sugieren que la degradación de benzoato en Azoarcus sp. CIB se inicia por un 
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mecanismo similar al descrito en otros organismos que degradan benzoato anaeróbicamente, 
como es el caso de T. aromatica (Harwood et al., 1999; Gibson y Harwood, 2002). 
 
 
4. LOCALIZACIÓN FÍSICA Y ANÁLISIS DE LOS GENES RESPONSABLES DE 
LA DEGRADACIÓN ANAERÓBICA DE BENZOATO EN Azoarcus sp. CIB. 
 
4.1. Localización física de los genes bzd en el genoma de Azoarcus sp. CIB. 
 
Los datos presentados anteriormente sugerían que Azoarcus sp. CIB contiene un grupo 
de genes involucrados en la degradación anaeróbica de benzoato, y que denominamos genes 
bzd (“benzoate degradation”), los cuales posiblemente posean un cierto grado de similitud de 
secuencia con los descritos hasta el momento en T. aromatica y R. palustris ya que la ruta 
catabólica, al menos en sus etapas iniciales, parece ser similar a la caracterizada en estas 
bacterias (ver capítulo 3.2.2 de la Introducción). 
Para conocer la localización de los genes bzd en Azoarcus sp. CIB, se analizó mediante 
electroforesis en campo pulsado el ADN total de células de Azoarcus sp. CIB cultivadas 
anaeróbicamente en benzoato (Fig. 18). El resultado de este análisis puso de manifiesto la 
ausencia de plásmidos y megaplásmidos en Azoarcus sp. CIB, lo cual sugería que los genes 
responsables de la degradación anaeróbica de benzoato estaban localizados en el cromosoma 
de esta bacteria. 
 
 
 
Figura 18. Análisis del ADN total de Azoarcus 
sp. CIB por electroforesis en campo pulsado. 
Electroforesis en campo pulsado realizada como se 
describe en el apartado 3.5 de Materiales y 
Métodos. Calle 1: Marcadores de peso molecular 
DNA Size Markers-Yeast Chromosomal (BioRad). 
Calle 2: ADN de Rhodococcus sp. IGTS8. Calles 3 
y 4: ADN de Azoarcus sp. CIB extraído de células 
cultivadas anaeróbicamente en benzoato y 
succinato, respectivamente. En el margen 
izquierdo se muestran los tamaños (en kb) de los 
marcadores de peso molecular. En el margen 
derecho se indica la posición y tamaño de los tres 
megaplásmidos presentes en la cepa control 
Rhodococcus sp. IGTS8 (Denome et al., 1994), así 
como la posición del ADN cromosómico. 
 
 
 
 
 
 
1      2     3     4
400 kb
120kb
50 kb
2200 kb
1600 kb
1125 kb
1020 kb
945 kb
825 kb
Cromosoma
Resultados 
 59
4.2. Identificación del cluster bzd.  
 
Para la identificación y clonación de los genes bzd se procedió a la construcción de una 
genoteca del ADN total de Azoarcus sp. CIB digerido con la enzima de restricción Sau3AI, 
mediante el uso del fago λ DASH II en E. coli (ver apartado 4.1 de Materiales y Métodos).  
En el momento en el que se construyó la genoteca de Azoarcus sp. CIB, la única 
secuencia nucleotídica descrita relacionada con la degradación anaeróbica de benzoato en el 
género Azoarcus era un fragmento interno de un gen que codifica la subunidad α de la 
benzoil-CoA reductasa en Azoarcus evansii (información proporcionada por el Dr. J. Heider 
de la Universidad de Freiburg, Alemania). Dicha secuencia se utilizó para diseñar dos 
oligonucleótidos que se usaron para la amplificar por PCR un fragmento de 487 pb utilizando 
el ADN total de Azoarcus sp. CIB como ADN molde. Este fragmento de ADN se marcó con 
digoxigenina y se utilizó como sonda (sonda bzdQ) para la búsqueda del gen homólogo en la 
genoteca de Azoarcus sp. CIB. De este modo, se seleccionó un clon positivo que fue 
denominado λBzd1. El ADN de este fago recombinante fue digerido con varias enzimas de 
restricción y analizado por electroforesis en geles de agarosa. La digestión con la 
endonucleasa de restricción EcoRI originó varios fragmentos de los cuales los dos de mayor 
tamaño (7 y 6.5 kb) se clonaron en el vector pUC19, generando los plásmidos recombinantes 
pECOR7 y pECOR2, respectivamente (Fig. 19). Utilizando los oligonucleótidos λ Left y λ 
Right, que flanquean el sitio de clonación múltiple del fago λ DASH II, se determinó la 
secuencia de los extremos 5´ y 3´ del inserto de ADN de 16 kb clonado en λBzd1. En el 
extremo 5´ del fragmento clonado se localiza un gen truncado (∆gltx) que codifica una 
hipotética glutamato ARNt sintetasa (Fig. 19). En el extremo 3´ del fragmento clonado se 
localiza una secuencia con un alto grado de identidad con el extremo 5´ del gen oah del 
cluster de degradación anaeróbica de benzoato de T. aromatica. La existencia de dicho gen 
truncado (∆bzdY) en el fragmento clonado en el fago recombinante λBzd1 sugería que este 
último no contenía el cluster bzd completo, por lo que se construyó una segunda genoteca de 
Azoarcus sp. CIB utilizando esta vez el vector pUC19. Para ello, previamente se digirió el 
ADN de Azoarcus sp. CIB con varias enzimas de restricción y se procedió al análisis de los 
fragmentos obtenidos por electroforesis en geles de agarosa y posterior Southern blotting, 
usando como sonda para la hibridación un fragmento del gen truncado ∆bzdY. De todas las 
digestiones analizadas, la enzima de restricción EcoRI generaba un fragmento de ADN de un 
tamaño adecuado (5.4 kb) para ser clonado en el plásmido pUC19 y que probablemente 
permitiría completar el cluster bzd de Azoarcus sp. CIB. Así, se construyó una genoteca de 
ADN total de Azoarcus sp. CIB digerido con la enzima de restricción EcoRI en el plásmido 
pUC19. La hibridación de las colonias de E. coli que contenían los plásmidos recombinantes 
de la genoteca con la sonda bzdY dio como resultado la obtención de un clon (de 4000 
analizados) portador del plásmido pECOR8, el cual contiene clonado el fragmento EcoRI de 
5.4 kb que solapa con el extremo 3´ del inserto del fago λBzd1 (Fig. 19). 
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Figura 19. Mapa físico y genético del fragmento de ADN involucrado en el catabolismo anaeróbico de benzoato en 
Azoarcus sp. CIB. Se representan los fragmentos clonados en el fago recombinante λBzd1 y en los plásmidos pECOR7, 
pECOR2 y pECOR8. L y R representan los brazos izquierdo y derecho del fago λ, respectivamente. Las flechas negras 
indican la dirección de la transcripción de los genes. Las flechas blancas indican el promotor Plac del vector pUC19. Apr es el 
gen que confiere resistencia a ampicilina. “∆” indica un gen truncado. Las flechas negras con punta blanca indican los 
oligonucleótidos BzdQM5´ (1), BzdQM3´ (2), BzdWXII5´ (3) y BzdWXII3´ (4) (Tabla 7), utilizados para amplificar los 
elementos REP (bucles), y para secuenciar los extremos del fragmento clonado en el fago λ (λ Left y λ Right). Se han 
marcado las dianas de restricción más relevantes: AgeI (Ag), EcoRI (E), HindIII (H), MluI (M); MunI (Mn); NcoI (Nc); NdeI 
(Nd); NotI (N); ScaI (Sc); XbaI (X). B/S representa una ligación de los extremos generados por las enzimas de restricción 
BamHI y Sau3AI. oripUC representa el origen de replicación del plásmido pUC. En la figura 57 se detalla la secuencia 
completa del cluster bzd, y los oligonucleótidos empleados para su secuenciación, así como algunas dianas de restricción.  
 
4.3.  Análisis de la secuencia del cluster bzd y confirmación de su implicación en la 
degradación anaeróbica de benzoato. 
 
La secuenciación de los fragmentos de ADN clonados en el fago λBzd1 y en los 
plásmidos pECOR7, pECOR8 y pECOR2 generó una secuencia de 19.6 kb que se depositó en 
el GenBank (Nº de acceso AF521665) y que se presenta en la figura 57. Un análisis inicial de 
dicha secuencia reveló la existencia de 15 marcos abiertos de lectura orientados en la misma 
dirección de transcripción, y que podrían constituir el cluster bzd de degradación anaeróbica 
de benzoato en Azoarcus sp. CIB (Figs. 19 y 20). Se procedió posteriormente a un análisis 
detallado de comparación de secuencias de cada uno de los presuntos productos génicos 
(Tabla 11), revelando en la mayoría de los casos una significativa similitud con proteínas 
implicadas en la degradación anaeróbica de benzoato en T. aromatica y R. palustris, lo cual 
sugería que el cluster bzd era el responsable de la degradación anaeróbica de benzoato en 
Azoarcus sp. CIB.  
Para confirmar experimentalmente la implicación de los genes bzd en la degradación 
anaeróbica de benzoato, se construyeron dos mutantes de Azoarcus sp. CIB en los genes bzdN 
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y bzdY. Para la disrupción insercional de los genes bzdN y bzdY en Azoarcus sp. CIB se 
procedió primeramente a la subclonación de sendos fragmentos internos de dichos genes en el 
vector suicida pK18mob, generándose los plásmidos pK18mobbzdN y pK18mobbzdY 
respectivamente (Fig. 20). Dichos plásmidos fueron transferidos a Azoarcus sp. CIB mediante 
conjugación biparental (ver apartados 5.2 y 5.2.1 de Materiales y Métodos) seleccionándose 
en medio mínimo con citrato y kanamicina aquellos exconjugantes que contenían integrado 
por recombinación homóloga el plásmido suicida en el gen bzdN, Azoarcus sp. CIBdbzdN, o 
en el gen bzdY, Azoarcus sp. CIBdbzdY (Fig. 20). La correcta integración de los plásmidos 
suicidas en los genes bzdN y bzdY de Azoarcus sp. CIBdbzdN y Azoarcus sp. CIBdbzdY se 
validó mediante análisis por PCR según se indica en la figura 20.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Estrategia seguida para la construcción de los mutantes Azoarcus sp. CIBdbzdN  y Azoarcus sp. CIBdbzdY. 
En la parte superior de la figura se esquematiza el cluster bzd (cuya secuencia completa se indica en la figura 57), 
representándose en rojo el gen regulador bzdR; en azul, los genes bzdNOPQ que codifican las cuatro subunidades de la 
benzoil-CoA reductasa; en rayas diagonales azules, el gen bzdM que codifica una ferredoxina; en ondas azules, el gen bzdV 
que codifica una presunta oxidorreductasa; en azul claro, el gen bzdW que codifica una presunta enoil-CoA hidratasa; en 
naranja, el gen bzdX que codifica una presunta β-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa; en amarillo, el gen bzdY que codifica una 
posible ácido alicíclico-CoA hidrolasa; en verde, el gen bzdA que codifica la benzoato-CoA ligasa; y en blanco, se 
representan los genes cuya función se desconoce. Las flechas negras indican la dirección de la transcripción de los genes. Las 
flechas moradas representan los oligonucleótidos usados para la amplificación por PCR de los fragmentos internos 
correspondientes a los genes bzdN (N5´y N3´) y bzdY (Y5´ y Y3´) (Tabla 7) y los oligonucleótidos universales F24 y R24 
(Sambrook y Rusell, 2001), así como los oligonucleótidos Ret1 y YZ3´ (Tabla 7), que sirvieron para comprobar por PCR la 
correcta disrupción de los genes bzdN y bzdY en el cromosoma de los mutantes de Azoarcus sp. CIB. Se representan los 
orígenes de replicación (oripUC) y de transferencia (oriTRP4). Kmr representa el gen que codifica la resistencia a 
kanamicina. Se indican las dianas de restricción EcoRI (E), HindIII (H) y XbaI (X). ∆ indica un fragmento interno de un gen. 
Con una línea ondulada se representa el cromosoma de Azoarcus sp. CIB. 
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Aunque tanto Azoarcus sp. CIBdbzdN como Azoarcus sp. CIBdbzdY eran capaces de 
crecer anaeróbicamente en medio MC con succinato como única fuente de carbono, fueron 
incapaces de hacerlo en medio MC que contenía benzoato, demostrando así la implicación de 
los genes bzd en el catabolismo anaeróbico del benzoato por Azoarcus sp. CIB. Además, estos 
dos mutantes eran incapaces de utilizar anaeróbicamente otros compuestos aromáticos tales 
como el fenilacetato, 4-hidroxibenzoato, 4-hidroxifenilacetato y 3-hidroxibenzoato, lo que 
sugiere que el catabolismo anaeróbico de estos compuestos conduce a la formación de 
benzoato o bien comparte algunos pasos enzimáticos con la ruta anaeróbica de degradación de 
benzoato en Azoarcus sp. CIB. 
Dada la significativa similitud de secuencia entre los productos génicos bzd y las 
proteínas implicadas en la degradación anaeróbica de benzoato en T. aromatica y R. palustris 
(Tabla 11), se ha podido predecir la función de la mayoría de los genes bzd de Azoarcus sp. 
CIB. Así, el gen localizado en el extremo 5´ del cluster (Figs. 19 y 20), gen bzdR, codifica 
una proteína que presenta una elevada identidad con proteínas de unión a ADN, lo cual nos 
permitió especular con la posibilidad de que se tratase de un posible regulador transcripcional 
de los genes bzd (Tabla 11). Los genes bzdN, bzdO, bzdP y bzdQ presuntamente codifican las 
subunidades γ, β, δ y α, respectivamente, de la benzoil-CoA reductasa, siendo el gen bzdM el 
que codificaría  la  ferredoxina encargada de transportar los electrones a dicha reductasa 
(Tabla 11).  
Los genes bzdS, bzdT, bzdU y bzdZ codifican proteínas de función desconocida, siendo el 
producto del gen bzdV una posible oxidorreductasa implicada en la regeneración del poder 
reductor necesario para la actividad de la benzoil-CoA reductasa (ver apartado 3.2.2.2 de la 
Introducción). Los genes bzdW, bzdX y bzdY presuntamente codifican la hidratasa, 
deshidrogenasa e hidrolasa (Tabla 11) que intervienen secuencialmente en la apertura del 
compuesto alicíclico generado por la benzoil-CoA reductasa, de forma similar a como se ha 
descrito previamente para la degradación anaeróbica de benzoato en T. aromatica (ver 
apartado 3.2.2.1 de Introducción). El gen bzdA, el último de los genes catabólicos del cluster 
bzd (Fig. 20), presuntamente codifica la benzoato-CoA ligasa implicada en la primera etapa 
enzimática de la ruta de degradación anaeróbica de benzoato en Azoarcus sp. CIB. Por último, 
en el extremo 3´ del cluster bzd, se localiza una secuencia parcial (642 pb) que presenta una  
 
 
Tabla 11. Análisis de los genes bzd y de sus productos génicos. En la tabla de detallan los genes del cluster bzd de 
Azoarcus sp. CIB, así como su contenido en G+C, la distancia que separa cada gen del siguiente expresada en pares de bases 
(D), la longitud en aminoácidos y la masa molecular de los productos génicos, y la hipotética función que se ha asignado a 
cada uno de estos productos. También se especifica la longitud en aminoácidos de los productos génicos que muestran 
similitud significativa con los productos de los genes bzd de Azoarcus sp. CIB, así como el grado de identidad de secuencia 
que comparten con cada uno de ellos, el microorganismo al que pertenecen y su Nº de acceso en el GenBank. Los nombres 
completos de los microorganismos citados son: Ralstonia metallidurans, Thauera aromatica, Azoarcus evansii, 
Rhodopseudomonas palustris, Clostridium sporogenes, Archaeoglobus fulgidus, Desulfitobacterium hafniense, Clostridium 
perfringens, Methanosarcina barkery, Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, Magnetospirillum magnetotacticum, 
Geobacter metallireducens y Bacillus subtilis. En la figura 57 se detalla la secuencia completa del cluster bzd de Azoarcus 
sp. CIB, así como los oligonucleótidos utilizados para su secuenciación y numerosas dianas de enzimas de restricción. 
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elevada similitud con genes que codifican la subunidad de unión al sustrato de un 
transportador de tipo ABC (van der Does y Tampe, 2004). 
El análisis de las regiones intergénicas del cluster bzd reveló la existencia de 4 
presuntos elementos REP (repetitive extragenic palindromic sequences) de 38 pb cuya 
secuencia consenso es 5´-CCNTCCCCTTCAAGGGGANGGNNNGGNTGGGGATGGGT-
3´ (N indica que el nucleótido en dicha posición no está conservado en las otras secuencias 
REP y las flechas indican una estructura palindrómica). Las secuencias REP están 
organizadas como pares de elementos convergentes separados por 17 y 23 pb en las regiones 
intergénicas bzdQ-bzdM y bzdW-bzdX, respectivamente (Fig. 19). 
 
 
5. EL GEN bzdA CODIFICA LA BENZOATO-CoA LIGASA DE LA RUTA BZD. 
 
5.1. Clonación e hiperexpresión del gen bzdA en E. coli. 
 
El análisis de comparación de secuencias (Tabla 11) sugería que el gen bzdA codifica la 
benzoato-CoA ligasa que activa el benzoato a benzoil-CoA en la ruta de degradación 
anaeróbica de benzoato de Azoarcus sp. CIB. Para demostrar la actividad benzoato-CoA 
ligasa propuesta para el producto del gen bzdA, se procedió a amplificar dicho gen por PCR 
desde el genoma de Azoarcus sp. CIB, incluyendo la región de unión al ribosoma (RBS), y se 
clonó en el vector pUC18 bajo el control del promotor heterólogo Plac, generando el plásmido 
pUCBZDA (Fig. 21).  
Los extractos crudos obtenidos de células de E. coli DH10B (pUCBZDA) se analizaron 
mediante SDS-PAGE, observándose una intensa banda correspondiente a una proteína con 
una masa molecular aparente de 54 kDa (Fig 22), y que coincide con la masa molecular 
predicha para el producto del gen bzdA (57.4 kDa) (Tabla 11). 
Los extractos celulares obtenidos de E. coli DH10B (pUCBZDA) y de la cepa control 
E. coli DH10B (pUC18) se utilizaron para ensayar la actividad benzoato-CoA ligasa. A 
diferencia del extracto control que no mostró actividad benzoato-CoA ligasa detectable, el 
extracto procedente de E. coli DH10B (pUCBZDA) mostró unos significativos niveles de 
actividad benzoato-CoA ligasa (8.9 µmol min-1 mg proteína-1). Estos resultados confirman 
que el gen bzdA se expresa en E. coli y que su producto es la benzoato-CoA ligasa, 
responsable de la activación de benzoato a benzoil-CoA. 
Para determinar el pH óptimo de la enzima BzdA, se ensayó la actividad benzoato-CoA 
ligasa en extractos de E. coli DH10B (pUCBZDA) a diferentes pHs, obteniéndose la máxima 
actividad a pH 8.5 (100%). A pH 8 se observó una actividad del 96%, a pH 8.8, un 93% de 
actividad y a pH 9.3, un 71% de la actividad máxima.  
Por otro lado, BzdA muestra elevada especificidad por ATP no siendo funcional cuando 
éste es reemplazado por GTP. La actividad de BzdA se inhibe en presencia del reactivo N-
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etilmaleimida (1 mM), lo cual sugiere que la presencia de grupos -SH en la proteína es 
esencial para su actividad catalítica. 
 
 
Figura 21. Esquema de la construcción del 
plásmido pUCBZDA que contiene el gen que 
codifica la benzoato-CoA ligasa (gen bzdA) de 
Azoarcus sp. CIB. Las flechas negras indican la 
dirección de la transcripción de los genes y las 
flechas moradas representan los oligonucleótidos 
AINI y BZDB´3´ (Tabla 7) usados para amplificar 
por PCR el gen bzdA (en verde). Las flechas 
blancas representan el promotor Plac del vector 
pUC18. Se han marcado las dianas de restricción 
más relevantes: E, EcoRI; S, SmaI, Sc, ScaI. Sc/S 
indica una ligación de los extremos generados por 
las enzimas de restricción ScaI y SmaI. Apr 
representa el gen que codifica la resistencia a 
ampicilina. Se indica el origen de replicación 
oripUC. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Hiperproducción de BzdA en E. coli. 
SDS-PAGE al 12.5% en el que se muestra la 
hiperproducción de la proteína BzdA (señalada 
con una flecha) en células enteras de E. coli 
DH10B (pUCBZDA) (calle 4) y en extractos 
crudos procedentes de éstas (calle 5). Las calles 2 
y 3 muestran células enteras y extractos crudos de 
la cepa control E. coli DH10B (pUC18), 
respectivamente. Calle 1: marcadores de peso 
molecular “Broad-Range” (BioRad). 
 
 
 
5.2. Estudio de los sustratos de BzdA. 
 
Para determinar qué compuestos aromáticos son sustratos de la enzima BzdA, se 
probaron diferentes análogos del benzoato en el ensayo de actividad CoA ligasa. De todos los 
compuestos probados, fue el benzoato el que permitió una mayor actividad CoA ligasa (Fig. 
23). No obstante, los tres derivados monofluorados del benzoato también fueron eficientes 
sustratos (Fig. 23). La proteína BzdA también muestra actividad significativa con  2-
aminobenzoato (35%) y con otros dos derivados del benzoato, el 4-hidroxibenzoato (16%) y 
el 3-clorobenzoato (13%). Es especialmente interesante el hecho de que dos heterociclos 
aromáticos, tales como el isonicotinato y el nicotinato, permitieran un nivel de actividad 
similar al mostrado por el benzoato y el 2-aminobenzoato, respectivemente, ya que no se 
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había descrito este comportamiento con otras benzoato-CoA ligasas previamente 
caracterizadas (Schühle et al., 2003).  
Por el contrario, la proteína BzdA no fue capaz de reconocer como  sustratos otros 
compuestos aromáticos tales como el protocatecuato, 2-hidroxibenzoato, 3-metilbenzoato, 4-
aminobenzoato, fenilacetato, 4-hidroxifenilacetato, 6-hidroxinicotinato, vanilato, 
fenilglioxilato, fenilpropionato y ftalato. Todos estos datos permiten concluir que la benzoato-
CoA ligasa (BzdA) de Azoarcus sp. CIB reconoce el benzoato y varios derivados de éste (con 
sustituyentes en diferentes posiciones del anillo aromático), presentando un rango de sustratos 
más amplio que el descrito previamente para otras benzoato-CoA ligasas (Schühle et al., 
2003; Samanta y Harwood, 2005). 
 
Figura 23. Actividad de la enzima 
benzoato-CoA ligasa (BzdA) frente a 
diferentes compuestos aromáticos. Los 
valores representados son la media de tres 
experimentos independientes con una 
desviación estándar inferior al 10%. Estos 
valores se obtuvieron utilizando el ensayo 
acoplado de la benzoato-CoA ligasa, salvo en 
el caso del 2-aminobenzoato y los tres 
derivados hidroxilados del benzoato que 
fueron ensayados utilizando el método directo 
(ver apartado 6.4.2 de Materiales y Métodos). 
La actividad específica de BzdA con benzoato 
fue de 8.9 µmol min-1 mg de proteína-1 
(ensayo directo) y 1.6 µmol min-1 mg de 
proteína-1 (ensayo acoplado), valores 
representados como 100% de actividad en la 
gráfica.  
 
 
 
 
 
 
6. DISEÑO DE UNA CASETE DE ADN TRANSFERIBLE QUE CONTIENE LOS 
GENES bzd. 
 
Una vez identificado y secuenciado el cluster bzd de Azoarcus sp. CIB, disponíamos de 
la información necesaria para, por primera vez en degradación anaeróbica de compuestos 
aromáticos, desarrollar una casete de ADN transferible a distintas bacterias y portadora de la 
información genética involucrada en el catabolismo anaeróbico de benzoato. Para la 
construcción de dicha casete se utilizó como vector el plásmido pIZ1016*, un derivado del 
plásmido promiscuo y movilizable pIZ1016 en el que se eliminó la diana de restricción NcoI. 
La estrategia seguida para la subclonación de los genes bzd en el plásmido pIZ1016* se 
esquematiza en la figura 24. El plásmido resultante que contenía la casete bzd de 19.6 kb se 
denominó pLB (Fig. 24).  
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Figura 24. Estrategia para la construcción de una casete de ADN con los genes bzd de Azoarcus sp. CIB. Las flechas 
negras indican la dirección de la transcripción de los genes. Se indican los genes que confieren resistencia a ampicilina (Apr) 
y gentamicina (Gmr), así como los promotores Plac y Ptac (flechas blancas). Se señalan también las funciones de replicación 
(rep) y movilización (mob). Los genes se representan como flechas coloreadas atendiendo al código de colores que se detalla 
en la leyenda de la figura 20. Las dianas de restricción se indican como: AgeI (Ag), EcoRI (E), HindIII (H), NcoI (Nc), XbaI 
(X) y B/S representa una ligación de los extremos generados por las enzimas de restricción BamHI y Sau3AI. 
 
Para confirmar la funcionalidad de la casete bzd, el plásmido pLB se transfirió mediante 
conjugación biparental de E. coli S17λpir (cepa donadora) a las cepas mutantes Azoarcus sp. 
CIBdbzdN y Azoarcus sp. CIBdbzdY (cepas receptoras). Azoarcus sp. CIBdbzdN (pLB) y 
Azoarcus sp. CIBdbzdY (pLB) se seleccionaron aeróbicamente en medio MC con citrato 
como única fuente de carbono y suplementado con gentamicina. Dichos clones fueron 
posteriormente cultivados anaeróbicamente en medio MC con benzoato 3 mM, 
comprobándose que tanto Azoarcus sp. CIBdbzdN como Azoarcus sp. CIBdbzdY recuperaban 
la capacidad de crecer en benzoato como única fuente de carbono. El hecho de que el 
plásmido pLB fuera capaz de complementar las mutaciones en Azoarcus sp. CIBdbzdN y 
Azoarcus sp. CIBdbzdY (en el apartado 7.3 de Resultados se demuestra el carácter polar de 
dichas mutaciones) indicaba que la casete bzd era funcional en Azoarcus sp. CIB y contenía 
los genes necesarios para la degradación anaeróbica de benzoato en esta bacteria. 
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7. ANÁLISIS TRANSCRIPCIONAL DEL CLUSTER bzd. 
 
Como se ha comentado anteriormente, los genes catabólicos bzd se disponen en la 
misma orientación dentro del cluster bzd (Figs. 20 y 25), y la mayoría de ellos están separados 
por distancias génicas que oscilan entre 10 y 57 pb, a excepción de las regiones intergénicas 
bzdQ-bzdM (138 pb), bzdV-bzdW (238 pb), bzdW-bzdX (161 pb) y bzdY-bzdZ (156 pb) (Tabla 
11). Por otro lado, la longitud de la región intergénica bzdR-bzdN (582 pb) permitía especular 
con la existencia de un promotor en dicha región. Para confirmar la organización 
transcripcional del cluster bzd deducida del análisis de la secuencia de nucleótidos, se 
realizaron diferentes abordajes experimentales. 
 
7.1. Construcción de fusiones traduccionales con el gen reportero lacZ en E. coli. 
 
Para estudiar la presencia de promotores transcripcionales en el cluster bzd se procedió 
inicialmente a la clonación de las regiones intergénicas bzdR-bzdN, bzdQ-bzdM, bzdV-bzdW, 
bzdW-bzdX, bzdY-bzdZ, así como la región 5´ del gen bzdR, en un vector para la búsqueda de 
promotores. Para ello, estas seis regiones intergénicas fueron amplificadas por PCR con los 
oligonucleótidos que se muestran en la figura 25, los cuales incluían dianas para las enzimas 
de restricción KpnI (oligonucleótidos en posición 5´) y XbaI (oligonucleótidos en posición 
3´), y los productos resultantes fueron posteriormente digeridos con las enzimas KpnI y XbaI 
y clonados en el vector de búsqueda de promotores pSJ3 previamente digerido con las mismas 
enzimas (Fig. 25). Los plásmidos recombinantes contenían el fragmento de ADN clonado de 
tal forma que el codón de inicio de la traducción del gen bzdR (pSJ3PR), bzdN (pSJ3PN), 
bzdM (pSJ3QM), bzdW (pSJ3VW), bzdX (pSJ3WX) y bzdZ (pSJ3YZ), respectivamente, se 
disponía en fase con el gen reportero lacZ en el plásmido pSJ3, generándose las 
correspondientes fusiones traduccionales (Fig. 25).  
Los plásmidos recombinantes que contenían la región 5´ del gen bzdR (plásmido 
pSJ3PR) y la región intergénica bzdR-bzdN (plásmido pSJ3PN) conferían a la cepa huésped, 
E. coli MC4100, la capacidad de producir colonias azules en placas de LB en presencia del 
indicador X-Gal, sustrato del producto del gen lacZ. Sin embargo, células de E. coli MC4100 
conteniendo los plásmidos pSJ3QM, pSJ3VW, pSJ3WX o pSJ3YZ, no presentaban fenotipo 
azul en placas de LB con X-Gal. Estos datos indican la presencia de promotores funcionales 
en E. coli localizados en la región 5´ del gen bzdR (promotor PR) y en la región 5´ del gen 
bzdN (promotor PN), y sugieren la ausencia de promotores localizados entre los genes 
catabólicos y, por lo tanto, la existencia de dos unidades transcripcionales diferentes en el 
cluster bzd: el gen bzdR y el operón catabólico bzdNOPQMSTUVWXYZA (Fig. 25). 
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Figura 25. Esquema de la construcción de las fusiones traduccionales lacZ realizadas en el plásmido pSJ3. Las flechas 
negras indican la dirección de la transcripción de los genes. El código de colores usado para representar los genes bzd es el 
mismo que se detalla en la figura 20. El gen lacZ se representa con una barra azul. Las flechas curvadas representan los 
promotores PR (en rojo) y PN (en azul. Se detallan las regiones intergénicas más relevantes y su longitud (en pb). Los 
oligonucleótidos 1 (5REG), 3 (3REG), 5 (5PBM), 7 (RIVW5´), 9 (5PBZDX) y 11 (5PBZDYZ) contienen la diana de 
restricción KpnI. Los oligonucleótidos 2 (3PREG), 4 (5BZN), 6 (3PBM), 8 (RIVW3´), 10 (3PBZDX) y 12 (3PBZDYZ) 
(Tabla 7) contienen la diana de restricción XbaI, presentan codones de terminación de la traducción (STOP) en las tres fases 
de lectura e incluyen el codón de inicio de la traducción del gen adyacente en posición 3´. Las regiones intergénicas R, R/N, 
Q/M, V/W, W/X y Y/Z fueron amplificadas por PCR con los oligonucleótidos que se indican en cada caso y fueron 
subclonadas en el vector de búsqueda de promotores pSJ3 como fragmentos KpnI/XbaI del tamaño indicado. En posición 3´ 
del gen lacZ se encuentra un fuerte terminador de la transcripción (T7) del fago T7. Se indican el origen de replicación 
(oripUC) y el gen que confiere resistencia a ampicilina (Apr). Las dianas de restricción se indican como: HindIII (H), KpnI 
(K), NotI (N), XbaI (X).  
 
 
7.2.  Expresión de los genes bzd en Azoarcus sp. CIB. 
 
Para estudiar con más detalle la organización transcripcional del cluster bzd, se 
realizaron experimentos de RT-PCR con ARN total aislado de Azoarcus sp. CIB cultivado en 
condiciones desnitrificantes, utilizando benzoato 3 mM o succinato 0.4% (p/v) como únicas 
fuentes de carbono. Tras analizar los productos de la reacción de RT-PCR mediante 
electroforesis en geles de agarosa, se observó que en ninguna de las condiciones de 
crecimiento hubo amplificación de la región comprendida entre los genes bzdR y bzdN (Fig. 
26), lo cual apoyaba los datos obtenidos anteriormente (apartado 7.1) que indicaban la 
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presencia de un promotor, PN, en esta región. Sin embargo, sí se obtuvieron fragmentos de 
ADN del tamaño esperado con las restantes regiones génicas e intergénicas analizadas cuando 
el ARN utilizado fue extraído de células de Azoarcus sp. CIB cultivadas en benzoato. En el 
caso del ARN obtenido de células de Azoarcus sp. CIB cultivadas en succinato, sólo se 
obtuvo amplificación mediante RT-PCR del gen bzdR (Fig. 26). Estos resultados demuestran 
que si bien la transcripción de los genes catabólicos bzd se induce específicamente en 
presencia de benzoato y no en presencia de succinato, el gen bzdR se expresa en ambas 
situaciones y, por lo tanto, tiene una expresión constitutiva.  
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El hecho de que todas las regiones intergénicas analizadas, a excepción de la región 
bzdR-bzdN, se transcriban en presencia de benzoato, sugiere la co-transcripción de dichas 
regiones, lo cual apoya los datos obtenidos anteriormente (apartado 7.1.) que apuntaban a la 
existencia en un único operón catabólico bzdNOPQMSTUVWXYZA bajo el control del 
promotor (PN).  
 
7.3. Efectos polares de las mutaciones en Azoarcus sp. CIBdbzdN y Azoarcus sp. 
CIBdbzdY. 
 
La organización propuesta para los genes bzdNOPQMSTUVWXYZA como un único 
operón catabólico fue confirmada por los efectos polares producidos tras la disrupción 
insercional de los genes bzdN y bzdY en las cepas mutantes Azoarcus sp. CIBdbzdN y 
Azoarcus sp. CIBdbzdY, respectivamente (Fig. 20).  
Dado que las inserciones del plásmido pK18mob generalmente provocan efectos polares 
en los genes localizados en posición 3´ del lugar de la inserción cuando dichos genes se 
organizan en un operón, se procedió a valorar la expresión del último gen del cluster bzd, gen 
bzdA, en las dos cepas mutantes de Azoarcus sp. CIB así como en la cepa parental (control 
positivo). Para ello, dichas cepas se cultivaron anaeróbicamente en medio MC suplementado 
con casaminoácidos (fuente de carbono) y en presencia de benzoato 1 mM (condiciones de 
inducción) y se obtuvieron los correspondientes extractos celulares. Mientras que los 
extractos de  Azoarcus sp. CIB mostraron una significativa actividad benzoato-CoA ligasa 
(0.06 µmol min-1 mg de proteína-1), no se detectó actividad benzoato-CoA ligasa en los 
extractos de Azoarcus sp. CIBdbzdN  y Azoarcus sp. CIBdbzdY. 
 Estos resultados demuestran los efectos polares de la disrupción insercional en los genes 
bzdN y bzdY y, por lo tanto, sugieren, una vez más, que los genes catabólicos bzd se organizan 
en un único operón controlado por el promotor PN. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de RT-PCR obtenidos a partir del ARN total de 
Azoarcus sp. CIB. A) Se representa el cluster bzd con el mismo código de colores descrito anteriormente (Fig. 20) y, sobre 
éste, se indican con flechas negras los oligonucleótidos utilizados para las reacciones de RT-PCR (ver apartado 3.6 de 
Materiales y Métodos): 1 (BzdN35), 2 (REG), 3 (3REG), 4 (N-INV-2), 5 (BzdN5´), 6 (BzdN3´), 7 (BzdP5´), 8 (BzdP3´), 9 
(BzdQM5´), 10 (BzdQM3´), 11 (EcoR8), 12 (BzdU3´), 13 (EcoR11), 14 (BzdV4-11), 15 (BzdVW5´), 16 (BzdVW3´), 17 
(BzdWXII5´), 18 (BzdWXII3´), 19 (BzdY5´), 20 (BzdY3´), 21 (YZ5´), 22 (YZ3´), 23 (BzdZ-15´), 24 (8.3.4.), 25 (BzdA-25´) 
y 26 (8.3.2.) (Tabla 7). B) Las células de Azoarcus sp. CIB utilizadas para la extracción del ARN total se cultivaron en 
condiciones desnitrificantes hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento usando benzoato (calles b) o succinato (calles s) 
como únicas fuentes de carbono. Los controles positivos (calles c) fueron PCRs realizadas con los mismos oligonucleótidos 
usando ADN genómico de Azoarcus sp. CIB. Se utilizó ADN del fago φX-174  digerido con la enzima de restricción HaeIII 
como marcador de peso molecular (calles M). En el margen izquierdo de la figura se indican los tamaños (en pb) de los 
marcadores. 
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8.   LA PROTEÍNA BzdR ES EL REGULADOR TRANSCRIPCIONAL DEL 
OPERÓN CATABÓLICO bzd. 
 
El análisis de la secuencia de aminoácidos deducida del gen bzdR y su comparación 
con las bases de datos sugerían que dicho gen podía codificar un regulador transcripcional 
responsable de la regulación del cluster bzd (ver apartado 4.3 y Tabla 11). Para profundizar en 
el estudio de dicha regulación, se procedió a caracterizar el producto del gen bzdR.  
 
8.1. Identificación de la proteína BzdR. 
 
El análisis de la secuencia del gen bzdR reveló la existencia de, al menos, dos posibles 
sitios de inicio de la traducción en el mismo marco de lectura que generarían dos proteínas de 
323 (36.3 kDa) y 298 (33.5 kDa) aminoácidos. Para determinar cuál de los dos era el 
verdadero sitio de inicio de la traducción, el gen bzdR fue amplificado por PCR a partir del 
plásmido pECOR7 con los oligonucleótidos 5R y 3R (Fig. 27) que poseen en sus extremos 5´ 
dianas para las enzimas de restricción EcoRI y BamHI, respectivamente. El producto de PCR 
se clonó como un fragmento EcoRI/BamHI de 1.6 kb en el plásmido pUC18 digerido con las 
mismas enzimas, por lo que la expresión de bzdR en el plásmido recombinante generado, 
pBzdR4, quedó bajo el control del promotor heterólogo Plac (Fig. 27).  
 
Figura 27. Estrategia seguida para la 
construcción del plásmido pBzdR4. 
Las flechas negras indican la dirección 
de la transcripción de los genes. El 
promotor Plac se representa con flechas 
blancas. Las flechas moradas indican los 
oligonucleótidos 5R y 3R (Tabla 7) 
usados para la amplificación por PCR 
del fragmento que incluye el gen bzdR. 
Se indican los orígenes de replicación de 
los plásmidos, oripUC. Apr representa el 
gen que codifica la resistencia a 
ampicilina. Los genes se representan con 
el siguiente código de color: en rojo, gen 
que codifica el regulador transcripcional 
(bzdR) y en azul, genes que codifican 
algunas de las subunidades de la benzoil-
CoA reductasa (bzdN, bzdO y un 
fragmento del gen bzdP). Las dianas de 
restricción se indican como: BamHI (B), 
EcoRI (E), HindIII (H), XbaI (X). 
 
Se cultivaron células de E. coli DH5α (pBzdR4) en LB hasta la fase estacionaria de 
crecimiento, obteniéndose extractos crudos que fueron analizados mediante SDS-PAGE (Fig. 
28). El análisis reveló la existencia de una banda de proteína incrementada con respecto a un 
extracto proteico control obtenido de células de E. coli DH5α (pUC19), que presentaba un 
peso molecular aparente de 33.5 kDa (Fig. 28) y que, por lo tanto, parecía corresponder a la 
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proteína BzdR de 298 aminoácidos. La posterior transferencia de este gel a una membrana de 
difluoro-polivinilideno y la secuenciación de la banda de 33.5 kDa mediante la reacción de 
degradación de “Edman” (apartado 6.2 de Materiales y Métodos) permitió la identificación de 
los aminoácidos (MSNDENSSRL) del extremo N-terminal de dicha proteína, confirmando de 
este modo el codón de inicio de la traducción del gen bzdR y el tamaño de su producto génico, 
la proteína BzdR (298 aa).  
 
 
 
Figura 28. Hiperproducción de la proteína 
BzdR en extractos de E. coli DH5α 
(pBzdR4). SDS-PAGE al 12.5 % en el que se 
analizaron extractos de la cepa E. coli DH5α 
(pBzdR4) (calle 3) y la cepa control E. coli 
DH5α (pUC19) (calle 2). Las calles 1 y 4 
corresponden a los marcadores de peso 
molecular “Broad Range” (BioRad). En el 
margen izquierdo de la figura se detallan los 
tamaños (en kDa) de los marcadores. Con una 
flecha se señala la posición de la banda de 
hiperproducción correspondiente a la proteína 
BzdR. 
 
 
 
 
8.2. Análisis de la estructura primaria de la proteína BzdR. 
 
El análisis detallado de la secuencia de aminoácidos de la proteína BzdR, y su 
comparación con las secuencias de otras proteínas depositadas en las bases de datos reveló 
que dicha proteína constaba de dos regiones claramente diferenciadas. La región N-terminal 
(del residuo 1 al 130) mostraba una similitud significativa con miembros de la familia de 
reguladores transcripcionales HTH-XRE (SMART release, http.//smart.embl-heidelberg.de/ 
smart), que incluye más de 1300 proteínas con un motivo de unión a ADN del tipo hélice-
giro-hélice (HTH) muy similar al de la proteína Cro del fago λ (Svenningsen et al., 2005; 
Little et al., 1999). En la figura 29 se muestra un alineamiento múltiple de la región N-
terminal de BzdR con proteínas reguladoras con las que presenta un alto grado de identidad, 
tales como el regulador transcripcional SinR (Nº de acceso BAA12542; 34% identidad) una 
proteína de 14 kDa implicada, entre otros procesos, en la regulación de la esporulación en 
Bacillus subtilis (Mandic-Mullec et al., 1995; Cervin et al., 1998), y los hipotéticos 
reguladores transcripcionales Blr2611 de Bradyrhizobium japonicum USDA110 (Nº de 
acceso NP_769251; 45% identidad), Lp_2654 de Lactobacillus plantarum WCFS1 (Nº de 
acceso NP_786058; 40% identidad) y GK2895 de Geobacillus kaustophilus HTA426 (Nº de 
acceso YP_148748; 40% identidad). El presunto motivo HTH de BzdR se localiza entre los 
residuos 38 y 77 (Fig. 29). 
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Lp_2654 L. plantarum    ---------------------MLTEIGKIIRQRRQQHGITIEQLAEQSNVSISLIS-RLERGKVD   43  
  N-BzdR Azoarcus sp. CIB MSNDENSSRLKRPDLSLEENNYLLMLGDRIRDLRAQRGMTRKMLAQQSGVSERYLA-QLETGHGN   64  
  GK2895 G.kaustophilus   ----------------------MEEIYRKIRDIRKQRDLTLKELSEKTGLSVSFLS-QVERGTTS   42  
  SinR B. subtilis        ------------------------MIGQRIKQYRKEKGYSLSELAEKAGVAKSYLS-SIERNLQT   40  
  Blr2611 B.japonicum     ----------------------MRPAVSGVGWLLPKANVDRPMLNQVMDFAGEVLPGSCAVPPYS   43  
           
Lp_2654 L.plantarum     NIKLQSLTAIAETLNLKIADFFRDELLQ--------------SPNVVALLDYLSDLPAHQREELA   94  
N-BzdR Azoarcus sp. CIB -ISIILLRQIAQGLGFPIVDLVREEAEQ--------------SPELTLLIQYLSRFPPKTHEWAR  114  
GK2895 G.kaustophilus   -LAITSLKKIADALEVPITDFFENEANQNFVVKVEKRKPFRIEGSSAEYTRLAGNFNGRSLEPLI  106  
SinR B. subtilis        NPSIQFLEKVSAVLDVSVHTLLDEKHETEYDG--------QLDSEWEKLVRDAMTSGVSKKQFRE   97  
Blr2611 B.japonicum     ETAFLAELGDRLKSSRTRCDLSRRELARR-------------SGISERYIAQIEAGKGNVSIVLL   95  
               
Lp_2654 L.plantarum     GTLLKLLRLSKS-----------------------------------------------------  106  
N-BzdR Azoarcus sp. CIB RLLQNELESSGRSARR-------------------------------------------------  130  
GK2895 G.kaustophilus   VTLAPGLVQDNVFS----------------60 aa------------------------------  180  
SinR B. subtilis        FLDYQKWRKSQKEE---------------------------------------------------  111  
Blr2611 B.japonicum     LRLASAIHGSQPQAA--------------------------------------------------  110  
                                                                
Figura 29.  Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la región N-terminal (residuos 1 al 130) de BzdR de 
Azoarcus sp. CIB (AAQ08805) con proteínas reguladoras de diversos microorganismos. Las secuencias alineadas son: 
Lp_2654 de Lactobacillus plantarum WCFS1 (NP_786058), GK2895 de Geobacillus kaustophilus HTA426 (YP_148748), 
SinR de Bacillus subtilis (BAA12542) y Blr2611 de Bradyrhizobium japonicum USDA110 (NP_769251). Las secuencias 
fueron alineadas usando el programa de alineamiento múltiple de secuencias CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Los 
aminoácidos se indican con el código estándar de una sola letra y se numeran a la derecha. Se indican en azul los residuos 
idénticos en todas las secuencias alineadas, en verde los residuos idénticos en más del 80% de las secuencias y en amarillo, 
los residuos idénticos en el 60-80% de las secuencias. Se recuadran en rojo los residuos que forman parte del motivo HTH de 
la región N-terminal de BzdR. 
 
La región C-terminal de BzdR (residuos 131 al 298) muestra una identidad de secuencia 
del 23% con la siquimato quinasa I (Nº de acceso PF01202), producto del gen aroK de E. coli  
que cataliza la conversión de siquimato en siquimato-3-fosfato utilizando ATP como co-
sustrato (Lobner-Olesen y Marinus, 1992; Whipp y Pittard, 1995; Oliveira et al., 2001). En la 
figura 30 se representa el alineamiento de la región C-terminal de BzdR con la proteína AroK 
mencionada anteriormente y con otras siquimato quinasas de diversos organismos.  
 
AroK M. tuberculosis     ------MAPKAVLVGLPGSGKSTIGRRLAKALGVGLLDTDVAIEQRTGRSIADIFATDGEQEFRR  59  
STH1949 S. thermophilum  --------MNIVLVGLMGSGKTAVGRLLAERLGRPFVDTDRLVEADAGRTVADIFAAEGEEGFRR  57  
AroK E. coli K12         ----MAEKRNIFLVGPMGAGKSTIGRQLAQQLNMEFYDSDQEIEKRTGADVGWVFDLEGEEGFRD  61  
AroL E. crhysanthemi     ------MTEPIFMVGARGCGKTTVGRELARALGYEFVDTDIFMQHTSGMTVADVVAAEGWPGFRR  59  
RB3471 R. baltica        MNNDEVKPQHLYLTGYRGCGKSTLAKLLAQKLSLPSVDLDDVIETTAGKSIAEIFANETEVGFRD  65 
C-BzdR Azoarcus sp.CIB   --------QRIAFIGLRGAGKTTLGTMLAEHLGVPFLELAKVIEQEAGADLSEIFSLYGQTAYRR  57  
                
AroK M. tuberculosis     IEEDVVRAALADHDGVLSLGGGAVTSP-GVRAALAGHTVVYLEISAAEGVRRTG----GNTVRPL 119  
STH1949 S. thermophilum  REAEVVARAAAGDNQVIATGGGAVLRT-ENREALRRTGFVIWLDAEPETLYDRAR-GQGLHRRPL 120  
AroK E. coli K12         REEKVINELTEKQGIVLATGGGSVKSR-ETRNRLSARGVVVYLETTIEKQLARTQ---RDKKRPL 122  
AroL E. crhysanthemi     RESEALQAVATP-NRVVATGGGMVLLE-QNRQFMRAHGTVVYLFAPAEELALRLQ-ASPQAHQRP 121  
RB3471 R. baltica        REEAALMEVSRRPQHVIALGGGTILRE-ANRNIIANSGWCVWLDAEPDVLVARLAGDATTADRRP 129  
C-BzdR Azoarcus sp.CIB   YERRGLESVVASNEAFVLIAGGSIVSEPANFDLLLSSCFTIWLCASPEEHMARVM---EQGDYRP 119  
 
AroK M. tuberculosis     LAGPDR-AEKYRALMAKRAPLYRRVATMRVDTNRRNPGAVVRHILSRLQVPSPSEAAT        176  
STH1949 S. thermophilum  LSGPDP-LGRLRALAAARRPFYAQAAHVRICTDRRSLQDVVAEIMEKLQERGERG---        174  
AroK E. coli K12         LHVETPPREVLEALANERNPLYEEIADVTIRTDDQSAKVVANQIIHMLESN-------        173  
AroL E. crhysanthemi     TLTGRPIAEEMEAVLREREALYQDVAHYVVDAT-QPPAAIVCELMQTMRLPAA-----        173  
RB3471 R. baltica        SLTDQSVFDEVQSVMSHREPLYRASADLRIDTSHRNMDEILTEVLKAAPSSIGQADLS        187  
C-BzdR Azoarcus sp.CIB   MHGNQEAMDDLKRILAGRTTMYS-KADAIIDTSGRTVEQSFLDILEVLAR--------        168  
 
Figura 30. Alineamiento múltiple de la secuencia de aminoácidos de la región C-terminal (residuos 131 al 298) de 
BzdR de Azoarcus sp. CIB (AAQ08805) con siquimato quinasas. Las secuencias alineadas son: siquimato quinasa I 
(AroK) de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (NP_217055), AroK de Escherichia coli K12 (CAA56448), siquimato 
quinasa II (AroL) de Erwinia crhysanthemi NCPPB 1066 (CAA32883); y las hipotéticas siquimato quinasas RB3471 de 
Rhodopirellula baltica (NP_865529) y STH1949 de Symbiobacterium thermophilum IAM 14863 (YP_75778). Las 
secuencias fueron alineadas usando el programa de alineamiento múltiple de secuencias CLUSTAL W (Thompson et al., 
1994). Los aminoácidos se indican con el código estándar de una sola letra y se numeraron a la derecha. Se indican en azul 
los residuos idénticos en todas las secuencias alineadas, en verde los residuos conservados en más del 80% de las secuencias 
y en amarillo, los residuos que se conservan en el 60-80% de las secuencias.  
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La peculiar estructura modular de BzdR, consistente en una región N-terminal 
presuntamente implicada en la interacción con ADN y una región C-terminal que muestra una 
significativa identidad con proteínas de la familia de las siquimato quinasas, no se había 
descrito hasta la fecha. El análisis de comparación de secuencias sugiere, por lo tanto, que: i) 
BzdR podría ser un regulador transcripcional el cual, por su localización, podría estar 
involucrado en la regulación de los genes bzd; ii) en caso de confirmarse la función 
reguladora de BzdR, esta proteína representaría el prototipo de una nueva subfamilia de 
reguladores transcripcionales en procariotas. 
 
8.3. BzdR es el represor específico del operón catabólico bzd. 
 
Para confirmar si efectivamente el gen bzdR estaba involucrado en la regulación de la 
degradación anaeróbica de benzoato, se construyó un mutante de Azoarcus sp. CIB portador 
de una disrupción insercional de dicho gen. Para la construcción de este mutante se amplificó 
por PCR la región central del gen bzdR con los oligonucleótidos BzdRInt5´ y N-INV-III, y el 
producto obtenido (499 pb) fue clonado en el plásmido suicida pK18mob, generando el 
plásmido recombinante pK18mobbzdR (Fig. 31). Dicho plásmido fue posteriormente 
transferido de E. coli S17-1λpir (pK18mobbzdR), cepa donadora, a Azoarcus sp. CIB (cepa 
receptora) mediante conjugación biparental (ver apartado 5.2.1 de Materiales y Métodos). La 
selección de los clones de Azoarcus sp. CIB que habían integrado por recombinación 
homóloga el plásmido pK18mobbzdR en el gen bzdR se realizó en placas de medio mínimo 
MC con citrato como fuente de carbono (contraselección del donador) y en presencia de 
kanamicina (selección de la inserción). La disrupción insercional del gen bzdR en la cepa 
mutante Azoarcus sp. CIBdbzdR fue confirmada por PCR (Fig. 31).  
 La cepa mutante Azoarcus sp. CIBdbzdR fue cultivada anaeróbicamente en medio MC 
en presencia de benzoato 3 mM como única fuente de carbono, y su crecimiento fue similar al 
observado con la cepa silvestre, Azoarcus sp. CIB, cultivada en las mismas condiciones. Este 
resultado indicaba que si el producto del gen bzdR estaba efectivamente involucrado en la 
regulación de la degradación anaeróbica de benzoato, su papel no podría ser el de activador 
transcripcional ya que en este caso su inactivación hubiera provocado la ausencia de 
transcripción de los genes bzd y, por tanto, el mutante habría perdido la capacidad de utilizar 
benzoato como única fuente de carbono. Sin embargo, si el gen bzdR actúa como un represor 
transcripcional de los genes catabólicos bzd puede justificarse que un mutante de  Azoarcus 
sp. CIB defectivo en dicho gen tenga la capacidad de crecer anaeróbicamente en benzoato 
como única fuente de carbono.  
 Para comprobar si la proteína BzdR actúa como un represor transcripcional de los genes 
bzd, se monitorizó la actividad benzoato-CoA ligasa (expresión del gen bzdA) en extractos 
celulares del mutante Azoarcus sp. CIBdbzdR y de la cepa silvestre Azoarcus sp. CIB 
cultivados anaeróbicamente en presencia de benzoato o piruvato como únicas fuentes de 
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carbono. Los resultados obtenidos mostraron que la cepa silvestre presentaba actividad 
benzoato-CoA ligasa sólo cuando se cultivaba en presencia de benzoato (Fig. 32). Sin 
embargo, el mutante defectivo en el gen bzdR presentaba actividad benzoato-CoA ligasa tanto 
en extractos de células cultivadas en benzoato como en extractos provenientes de células 
cultivadas en piruvato (Fig. 32). Todo ello indicaba que el gen bzdA tiene una expresión 
constitutiva en células de Azoarcus sp. CIBdbzdR, donde la proteína reguladora BzdR está 
ausente, pero en células de la cepa silvestre el gen bzdA sólo se expresa si dichas células se 
han cultivado en benzoato como fuente de carbono. Estos resultados confirman la expresión 
inducible del operón catabólico bzd y sugieren que bzdR codifica un represor transcripcional 
de dicho operón catabólico. 
 
  
 
 
 
Figura 31. Estrategia seguida para la construcción del 
mutante Azoarcus sp. CIBdbzdR. En la parte superior de 
la figura se esquematiza el extremo 5´ del cluster bzd, 
representándose en rojo el gen bzdR y en azul, el primero 
de los genes catabólicos, bzdN. Las flechas negras indican 
la dirección de transcripción de los genes. Las flechas 
moradas representan los oligonucleótidos utilizados para 
la amplificación por PCR del  fragmento interno del gen 
bzdR, BzdRInt5´ y N-INV-III (Tabla 7). Los 
oligonucleótidos universales F24 y R24 (Sambrook y 
Rusell, 2001) sirvieron para comprobar por PCR la 
correcta disrupción de bzdR en el cromosoma de Azoarcus 
sp. CIB (línea ondulada). Se representan los orígenes de 
replicación (oripUC) y de transferencia (oriTRP4). Kmr 
representa el gen que codifica la resistencia a kanamicina. 
Las dianas de restricción se indican como: EcoRI (E), 
HindIII (H) y SmaI (S). 
 
 
 
 
  
 
 
Figura 32. Expresión del gen bzdA en ausencia o 
presencia de la proteína BzdR. Ensayo de actividad 
benzoato-CoA ligasa en extractos de Azoarcus sp. CIB 
(rojo) y Azoarcus sp. CIBdbzdR (gris) obtenidos a 
partir de células cultivadas anaeróbicamente en medio 
MC en presencia de benzoato 3 mM (Bz) o piruvato 
0.4 % (p/v) (Pv). Se muestran los resultados de un 
experimento. Los valores obtenidos fueron 
reproducibles en tres experimentos distintos, con una 
desviación estándar de los datos inferior al 10%. 
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9. ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN DE LA PROTEÍNA REGULADORA BzdR 
CON EL PROMOTOR PN. 
 
 Dado que los estudios realizados en el anterior apartado sugerían que el producto del 
gen bzdR actúa como un represor transcripcional de los genes catabólicos bzd, se procedió a 
confirmar y caracterizar la interacción de BzdR con el promotor catabólico PN. 
 
9.1. Estudios in vivo de la interacción BzdR/PN. 
 
9.1.1. Control del promotor PN  por BzdR en un sistema heterólogo. 
 
 Para estudiar el papel que ejerce BzdR sobre el promotor catabólico PN, se procedió 
inicialmente a la construcción de fusiones traduccionales del promotor PN  a un gen reportero 
de fácil detección, el gen lacZ que codifica la β-galactosidasa de E. coli. Así, el plásmido 
pSJ3PN portador del fragmento de ADN que abarca desde el extremo 3´ del gen bzdR hasta el 
codón de inicio de la traducción del gen bzdN, contiene el promotor PN  completo y permite la 
creación de una fusión traduccional (PN::lacZ) en fase con el gen lacZ del plásmido pSJ3 
(Figs. 25 y 33). Por otro lado, el plásmido pSJ3RPN contiene clonado un fragmento de ADN 
que abarca desde la secuencia situada en posición 5´ del gen bzdR (promotor PR) hasta el 
codón de inicio de la traducción del gen bzdN  fusionado en fase con el gen lacZ (Fig. 33). 
 Finalmente, el gen bzdR se clonó y expresó en un plásmido compatible con los 
plásmidos recombinantes derivados de pSJ3 (pSJ3PN y pSJ3RPN). Para ello, el fragmento de 
ADN EcoRI/BamHI de 1.6 kb que contiene el gen bzdR fue amplificado por PCR a partir del 
plásmido pECOR7 y se clonó en el plásmido de bajo número de copias pCK01 (Tabla 6) 
digerido con las mismas enzimas de restricción. El plásmido resultante, pCK01BzdR, expresa 
el gen bzdR bajo el control del promotor heterólogo Plac y utilizando el RBS del gen bzdR 
(Fig. 34). 
 La cepa E. coli AFMC (∆lac) (Tabla 5) se transformó con los plásmidos pSJ3PN 
(PN::lacZ) o pSJ3RPN (PR-bzdR/ PN::lacZ). Además, se transformó la cepa E. coli AFMC con 
los plásmidos pSJ3PN y pCK01BzdR (bzdR) o el plásmido control pCK01. Cada una de las 
cepas recombinantes seleccionadas fue cultivada anaeróbicamente en medio mínimo con 
glicerol como única fuente de carbono hasta llegar a la fase estacionaria de crecimiento y se 
ensayó la actividad β-galactosidasa. El hecho de que células de E. coli AFMC (pSJ3PN) 
mostraran actividad β-galactosidasa (Fig. 35) revelaba que el promotor PN  era funcional en E. 
coli. Sin embargo, E. coli AFMC (pSJ3RPN) y E. coli AFMC (pSJ3PN, pCK01BzdR) 
mostraron unos niveles de actividad β-galactosidasa aproximadamente un orden de magnitud 
inferiores a los obtenidos con las cepas equivalentes que no contenían el gen bzdR, E. coli 
(pSJ3PN) y E. coli (pSJ3PN, pCK01), respectivamente, lo cual sugería que la actividad del 
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promotor PN estaba inhibida en presencia del gen bzdR tanto si éste se encontraba en cis como 
en trans respecto a la fusión PN::lacZ (Fig. 35).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Estrategia utilizada para la construcción de las fusiones traduccionales PN::lacZ y PR-bzdR/PN::lacZ. En 
rojo se representa el promotor PR y el gen regulador bzdR. En gris se representa el promotor PN y los genes catabólicos 
bzdNO∆P. En azul se indica el gen ´lacZ. Las flechas negras indican la dirección de la transcripción de los genes y las flechas 
moradas (5REG, 3REG y 5BZN; Tabla 7) representan los oligonucleótidos usados para amplificar por PCR los fragmentos 
empleados para la construcción de las fusiones traduccionales PN::lacZ y PR-bzdR/PN::lacZ. Se indican los orígenes de 
replicación (oripUC y oriR6K) y de transferencia (oriTRP4). O e I, indican los extremos del minitransposón miniTn5. T7 es 
un terminador de la transcripción temprana del fago T7. tnp* corresponde a un gen desprovisto de la diana NotI y que 
codifica la transposasa de Tn5. Apr y Kmr muestran los genes que codifican la resistencia a ampicilina y kanamicina, 
respectivamente. Las dianas de restricción se indican como: EcoRI (E), HindIII (H), KpnI (K), NotI (N) y XbaI (X). 
 
 
Figura 34. Estrategia seguida para la 
construcción del plásmido pCK01BzdR. 
Las flechas negras indican la dirección de 
la transcripción de los genes. En rojo se 
representa el gen que codifica la proteína 
reguladora BzdR y en azul, los genes 
bzdNO∆P que codifican dos de las cuatro 
subunidades de la benzoil-CoA reductasa. 
El promotor Plac se representa con flechas 
blancas. Con flechas moradas se indican 
los oligonucleótidos 5R y 3R (Tabla 7) 
usados para la amplificación por PCR del 
fragmento que incluye el gen bzdR. Se 
representan los orígenes de replicación 
oripSC101 y oripUC, de los plásmidos 
utilizados. Cmr y Apr representan los genes 
que codifican la resistencia a cloranfenicol 
y ampicilina, respectivamente. Se indican 
las dianas de restricción EcoRI (E), BamHI 
(B), HindIII (H), NotI (N) y XbaI (X).  
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Figura 35. La actividad del promotor PN en E. coli se encuentra inhibida en presencia del regulador transcripcional 
BzdR. Actividad β-galactosidasa (en unidades Miller) en células de E. coli AFMC conteniendo la fusión traduccional 
PN::lacZ (representada en azul) en ausencia o presencia del gen regulador bzdR (en rojo). Con flechas se indican los 
promotores PN (blanco), PR (rojo) y Plac (negro). Las diferentes cepas de E. coli AFMC utilizadas en este experimento fueron 
cultivadas anaeróbicamente en medio mínimo con glicerol como única fuente de carbono hasta alcanzar la fase estacionaria 
de crecimiento (48 horas). Se muestran los datos de un experimento. Los valores obtenidos fueron reproducibles en tres 
experimentos distintos, con una desviación estándar de los datos inferior al 10%. 
 
 Para analizar de forma más precisa la represión mediada por el gen bzdR en E. coli, se 
construyeron cepas derivadas de E. coli AFMC en las que se insertó en cromosoma (en dosis 
monocopia) las fusiones traduccionales PN::lacZ y PR-bzdR/PN::lacZ. Para ello, dichas 
fusiones traduccionales fueron subclonadas como fragmentos NotI en el minitransposón del 
vector pUTmini-Tn5Km2 (Tabla 6) en orientación contraria al gen que confiere resistencia a 
kanamicina, de manera que no puedan ser expresadas por ningún promotor cromosómico que 
se localice adyacente al lugar de la inserción. Los plásmidos generados, pUTmini-Tn5PN y 
pUTmini-Tn5RPN (Fig. 33) se seleccionaron en células de E. coli CC118λpir cultivadas en 
placas de LB con kanamicina. Las fusiones traduccionales se introdujeron posteriormente en 
el cromosoma de E. coli AFMC mediante conjugación biparental en la que la cepa E. coli 
S17-1λpir transformada con los plásmidos pUTmini-Tn5PN o pUTmini-Tn5RPN actuó como 
cepa donadora. Los transconjugantes de E. coli AFMC que poseían las fusiones 
traduccionales PN::lacZ y PR-bzdR/PN::lacZ insertadas en el cromosoma, E. coli AFMCPN y 
E. coli AFMCRPN, respectivamente (Tabla 5), fueron seleccionados en medio LB con 
rifampicina (selección de la cepa receptora E. coli AFMC) y kanamicina (selección del 
minitransposón portador de la fusión). 
 Las cepas E. coli AFMCPN y E. coli AFMCRPN se cultivaron anaeróbicamente en 
medio mínimo con glicerol como fuente de carbono hasta alcanzar la fase estacionaria de 
crecimiento, momento en el cual se procedió a valorar la actividad β-galactosidasa. La 
actividad β-galactosidasa en células de E. coli AFMCPN fue casi un orden de magnitud 
inferior a la detectada en E. coli AFMC (pSJ3PN) (Figs. 35 y 36), lo cual refleja la diferente 
dosis génica de la fusión PN::lacZ en ambas cepas. Sin embargo, tanto en E. coli AFMCRPN 
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como en E. coli AFMCPN (pCK01BzdR) la actividad β-galactosidasa fue aproximadamente 
cinco veces menor que la detectada en las cepas en las que el regulador BzdR no se 
encontraba presente, E. coli AFMCPN y E. coli AFMCPN (pCK01), respectivamente (Fig. 36). 
Estos resultados vuelven a confirmar el papel represor del gen bzdR, tanto en cis como en 
trans, sobre la expresión mediada por el promotor PN. 
  
Figura 36. Expresión en E. coli de la fusión 
traduccional PN::lacZ en monocopia en ausencia 
o presencia de BzdR. Se representa la actividad β-
galactosidasa (en unidades Miller) presente en 
células de E. coli AFMC portadoras de la fusión 
PN::lacZ en el cromosoma en ausencia (barras 
blancas) o en presencia (barras negras) de BzdR. Las 
células se cultivaron anaeróbicamente en medio 
mínimo suplementado con glicerol hasta alcanzar la 
fase estacionaria de crecimiento (48 h). Se muestran 
los datos de un experimento. Los valores obtenidos 
fueron reproducibles en tres experimentos distintos, 
con una desviación estándar de los datos inferior al 
10%. 
 
 
 
 
9.1.2. Control del promotor PN  por BzdR en Azoarcus sp. CIB. 
 
 Para confirmar que BzdR controla la actividad del promotor PN en Azoarcus sp. CIB, la 
fusión traduccional PN::lacZ se subclonó en el plásmido promiscuo pBBR1MCS-5 y se 
obtuvo el plásmido pBBR5PN (Fig. 37). Este plásmido recombinante fue introducido, 
mediante conjugación biparental utilizando E. coli S17-1λpir (pBBR5PN) como cepa 
donadora, tanto en la cepa silvestre, Azoarcus sp. CIB, como en el mutante defectivo en el gen 
bzdR, Azoarcus sp. CIBdbzdR (apartado 8.3 de Resultados). Ambas cepas fueron cultivadas 
anaeróbicamente hasta la fase estacionaria de crecimiento con benzoato o piruvato como 
únicas fuentes de carbono, y a partir de estos cultivos se ensayó la actividad β-galactosidasa. 
Mientras que células de Azoarcus sp. CIB (pBBR5PN) cultivadas en benzoato presentaban una 
actividad β-galactosidasa significativa, la misma cepa cultivada en piruvato mostraba unos 
niveles de actividad que eran cinco veces inferiores (Fig. 38). Sin embargo, la actividad β-
galactosidasa valorada en células de Azoarcus sp. CIBdbzdR (pBBR5PN) cultivadas en 
benzoato o en piruvato, era similar a la valorada en células de Azoarcus sp. CIB (pBBR5PN) 
cultivadas en benzoato (Fig. 38). Estos resultados indican que la fusión traduccional PN::lacZ 
tiene una expresión inducible en células crecidas en presencia de benzoato y que producen la 
proteína BzdR, siendo la expresión constitutiva en células donde bzdR está ausente. 
En conclusión, estos estudios sugieren que la proteína BzdR regula la expresión del 
operón catabólico bzd reprimiéndolo a través del  promotor PN cuando las células de Azoarcus 
sp. CIB se cultivan en ausencia de benzoato. Sin embargo, cuando las células se cultivan en 
benzoato como fuente de carbono, la actividad del represor transcripcional BzdR está inhibida 
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y permite así la expresión de los genes catabólicos bzd los cuales facilitan el crecimiento 
celular. 
 
 
 
Figura 37. Estrategia seguida para la 
construcción del plásmido pBBR5PN. 
Las flechas negras indican la dirección de 
la transcripción de los genes. En gris se 
representa el gen lacZ y en blanco se 
indica el promotor PN. Gmr y Apr 
representan los genes que codifican las 
resistencias a gentamicina y ampicilina, 
respectivamente. Se representan las 
funciones de replicación (rep y oripUC) y 
de movilización (mob). Se indican las 
dianas de restricción EcoRI (E), HindIII 
(H), KpnI (K), NotI (N) y XbaI (X).  
 
 
 
 
 
Figura 38. Expresión de la fusión traduccional 
PN::lacZ en Azoarcus sp. CIB (pBBR5PN) y 
Azoarcus sp. CIBdbzdR (pBBR5PN). Se 
representa la actividad β-galactosidasa (en 
unidades Miller) presente en células cultivadas 
anaeróbicamente en medio MC suplementado con 
benzoato 3 mM (Bz) o piruvato 0.4% (p/v) (Pv) 
hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento 
(48 horas). Se muestran los valores obtenidos en 
un experimento. Estos valores fueron 
reproducibles en tres experimentos distintos, con 
una desviación estándar de los datos inferior al 
10%. 
 
 
 
 
 
 
9.1.3. Caracterización del inductor del operón catabólico bzd. 
 
 Para tratar de identificar el inductor del operón catabólico bzd se analizó la expresión de 
la fusión PR-bzdR/PN::lacZ en un huésped incapaz de catabolizar benzoato. Para ello se valoró 
la actividad β-galactosidasa en células de E. coli AFMCRPN (Tabla 5) cultivadas 
anaeróbicamente en medio mínimo con glicerol como fuente de carbono. Como se muestra en 
la figura 39A, la adición de benzoato al medio de cultivo no afectaba a la represión que BzdR 
ejerce sobre la fusión PN::lacZ, lo cual indicaba que el benzoato, el sustrato de la ruta 
catabólica bzd, no era capaz de actuar como inductor del promotor PN.  
 Posteriormente, se estudió si el primer intermediario en la ruta de degradación 
anaeróbica de benzoato, benzoil-CoA, tenía actividad inductora sobre el operón catabólico 
0
10000
20000
30000
40000
BzBz Pv Pv
Azoarcus sp. 
CIB 
(pBBR5PN)
Azoarcus sp. 
CIBdbzdR
(pBBR5PN)
A
ct
iv
id
ad
 β-
G
al
ac
to
sid
as
a
(U
ni
da
de
s M
ill
er
)
A
ct
iv
id
ad
 β-
G
al
ac
to
sid
as
a
(U
ni
da
de
s M
ill
er
)
Fragmento 
EcoRI/HindIII (4.2 kb)
pSJ3PN (6.8 kb)
N K X
T7
H H N
´lacZ
ori
pUCPN Apr
E
EcoRI/HindIII
pBBR1MCS-5 (4.8 kb)
rep mob
K H E X
pBBR5PN (9 kb)
K E
PN´lacZ
H
rep mob
K
Gmr
Gmr
Resultados 
 82
bzd. Para ello, se diseñó una cepa de E. coli AFMCRPN capaz de sintetizar benzoil-CoA a 
partir de benzoato mediante la expresión del gen bzdA de Azoarcus sp. CIB. Así, se construyó 
el plásmido pCK01BzdA mediante subclonación del gen bzdA, bajo el control del promotor 
Plac, en el vector de bajo número de copias pCK01 (Fig. 40). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39.  Expresión de la fusión traduccional PN::lacZ en células de E. coli AFMCRPN (PR-bzdR/PN::lacZ). Se 
representa la actividad β-galactosidasa (en unidades Miller) presente en extractos crudos de células cultivadas 
anaeróbicamente, hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento, en medio mínimo suplementado con glicerol y 
distintos compuestos aromáticos. Los valores representados pertenecen a un experimento. Estos valores fueron 
reproducidos en tres experimentos distintos con una desviación estándar inferior al 10%. A) Actividad β-galactosidasa en 
células de E. coli AFMCRPN (pCK01BzdA) (verde), E. coli AFMCRPN (pAFK3) (azul) y E. coli AFMCRPN con el 
plásmido control pCK01 (rojo), en presencia (+) o en ausencia (-) de benzoato 1 mM (B) o de fenilacetato 1 mM (PA). Se 
utilizó E. coli AFMCPN (gris) como control positivo del experimento. B) Actividad β-galactosidasa en células de E. coli 
AFMCRPN (pCK01BzdA) (verde) y de E. coli AFMCRPN con el plásmido control pCK01 (rojo), en presencia de diversos 
compuestos aromáticos a una concentración de 1 mM: 2-fluorobenzoato (2 FB), 3-fluorobenzoato (3 FB), 2-clorobenzoato 
(2 ClB), 3-clorobenzoato (3 ClB) o isonicotinato (Iso).  
 
  
 
 
Figura 40. Estrategia seguida para la 
construcción del plásmido pCK01BzdA. Las 
flechas negras indican la dirección de la 
transcripción de los genes. Con flechas blancas se 
muestra el promotor Plac. En verde se señala el 
gen bzdA que codifica la benzoato-CoA ligasa de 
Azoarcus sp. CIB. Se representan también los 
orígenes de replicación oripSC101 y oripUC. Se 
indican los genes responsables de la resistencia a 
ampicilina (Apr) y a cloranfenicol (Cmr). Las 
dianas de restricción se señalan como: EcoRI (E), 
NotI (N) y XbaI (X). Sc/S indica una ligación de 
los extremos generados por las enzimas de 
restricción ScaI y SmaI. 
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 Extractos crudos de E. coli AFMCRPN (pCK01BzdA) mostraron una significativa 
actividad benzoato-CoA ligasa (0.98 µmol min-1 mg de proteína-1), lo que indicaba que el gen 
bzdA era funcional en dicha cepa. Posteriormente, E. coli AFMCRPN (pCK01BzdA) se 
cultivó anaeróbicamente en medio mínimo con glicerol como fuente de carbono, en presencia 
o ausencia de benzoato, y se determinaron los niveles de actividad β-galactosidasa en los 
correspondientes cultivos (Fig. 39A). Los resultados obtenidos mostraron que los niveles de 
actividad β-galactosidasa en células de E. coli AFMCRPN (pCK01BzdA) cultivadas en 
presencia de benzoato eran similares a los observados en células de E. coli AFMCPN, en las 
que el represor BzdR no estaba presente (Fig. 39A). Por el contrario, células de E. coli 
AFMCRPN (pCK01BzdA) cultivadas en ausencia de benzoato no presentaban actividad β-
galactosidasa (Fig. 39A). Estos resultados sugieren, por lo tanto, que el benzoil-CoA formado 
a partir del benzoato añadido al medio de cultivo de células de E. coli que expresan el gen 
bzdA, es el responsable de la activación del promotor PN. 
  Para comprobar la especificidad del inductor, se analizó la expresión de la fusión 
traduccional PN::lacZ en presencia de fenilacetil-CoA, un análogo estructural del benzoil-
CoA. Para ello, se transformaron células de E. coli AFMCRPN (PR-bzdR/PN::lacZ) con el 
plásmido pAFK3 (Tabla 6) que expresa el gen paaK y que codifica la fenilacetato-CoA ligasa 
de E. coli, una enzima que activa el ácido fenilacético a fenilacetil-CoA en la ruta aeróbica de 
degradación del ácido fenilacético (Ferrández et al., 1998). Como se muestra en la figura 
39A, el fenilacetil-CoA producido por la cepa E. coli AFMCRPN (pAFK3) cultivada en medio 
mínimo con glicerol como fuente de carbono y en presencia de fenilacetato 1 mM, no 
permitió la expresión de la fusión PN::lacZ, lo cual sugiere que BzdR no es capaz de 
reconocer fenilacetil-CoA como molécula inductora. 
 Para ampliar el estudio de los compuestos aromáticos derivados de CoA que podrían 
actuar como inductores del operón catabólico bzd, E. coli AFMCRPN (pCK01BzdA) se 
cultivó en medio mínimo con glicerol como fuente de carbono y en presencia de 2-
fluorobenzoato, 3-fluorobenzoato, 2-clorobenzoato, 3-clorobenzoato o isonicotinato, todos 
ellos sustratos de la benzoato-CoA ligasa (BzdA) (ver apartado 5.2). Como se muestra en la 
figura 39B, cuando se valoró la actividad β-galactosidasa en cultivos de E. coli AFMCRPN 
(pCK01BzdA) se observó que sólo el 2-fluorobenzoato permitía una expresión significativa 
de la fusión PN::lacZ, alcanzándose unos niveles de actividad similares a los observados en 
presencia de benzoato.   
 
9.1.4. Determinación del sitio de inicio de la transcripción del promotor PN. 
 
 Para identificar el sitio de inicio de la transcripción del promotor PN  responsable de la 
expresión del operón catabólico bzd, se realizó un experimento de extensión por cebador  
(primer extension) a partir del ARN total extraído de células de Azoarcus sp. CIB 
(pBBR2PN). El plásmido pBBR2PN se construyó por subclonación de la fusión traduccional 
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PN::lacZ en el vector de amplio rango de huésped pBBR1MCS-2 (Fig. 41). El plásmido 
pBBR2PN fue introducido en Azoarcus sp. CIB por conjugación biparental utilizando E. coli 
S17-1λpir (pBBR2PN) como cepa donadora y seleccionando los exconjugantes en medio 
mínimo con citrato (contraselección del donador) y kanamicina (selección del plásmido 
pBBR2PN). 
   
Figura 41. Estrategia utilizada para 
la subclonación de la fusión 
traduccional PN::lacZ en el vector de 
amplio rango de huésped 
pBBR1MCS-2. Las flechas negras 
indican la dirección de la transcripción 
de los genes. El promotor PN de 
Azoarcus sp. CIB se representa con 
una flecha blanca. Se indican los genes 
responsables de la resistencia a 
ampicilina (Apr) y kanamicina (Kmr). 
Las dianas de restricción se indican 
como: EcoRI (E), HindIII (H), KpnI 
(K), NotI (N), y XbaI (X). Se detallan 
las funciones de replicación (rep) y 
movilización (mob). 
   
 
 El ARN total utilizado para la técnica de extensión por cebador fue extraído de células 
de Azoarcus sp. CIB (pBBR2PN) cultivadas anaeróbicamente en medio mínimo con benzoato. 
El oligonucleótido 5BZN (Tabla 7) fue utilizado para este experimento como cebador. El sitio 
de inicio de la transcripción (+1) es la A localizada a 75 nucleótidos del codón de iniciación 
de la traducción (ATG) del gen bzdN  (Figs. 42 y 43). La identificación del sitio +1 del 
promotor PN permitió definir las posibles cajas -10 (TAACAT) y –35 (TCAACA) de 
interacción con el factor σ70 de la ARN polimerasa (ARNP) (Fig. 43).  
 
 
 
 
Figura 42. Determinación del sitio de inicio de 
la transcripción del promotor PN. A partir del 
ARN total aislado de células de Azoarcus sp. CIB 
(pBBR2PN) cultivadas anaeróbicamente en medio 
mínimo con benzoato 3 mM, se realizó la técnica 
de “primer extension” (ver apartado 7 de 
Materiales y Métodos) utilizando el 
oligonucleótido 5BZN como cebador. El tamaño 
del producto de extensión (calle PN) se determinó 
por comparación con el patrón de secuenciación 
del promotor PN, utilizando el oligonucleótido 
5BZN (calles A, C, G y T). En el lateral derecho 
de la figura se muestra la secuencia de nucleótidos 
que flanquea el sitio +1 (indicado con un asterisco) 
en la hebra no codificante. 
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Figura 43. Secuencia del promotor PN. Se muestran el sitio de inicio de la transcripción, (+1) , y las cajas -10 y -35 (en 
color zul) de interacción con el factor σ70 de la ARNP. En verde, se representa el RBS. El codón de inicio de la traducción del 
gen bzdN (el primer gen del operón catabólico bzd) se indica en rojo, señalándose con una flecha la dirección de la 
transcripción de dicho gen. 
 
9.2. Represión por catabolito de los genes bzd en Azoarcus sp. CIB. 
 
 Un aspecto importante a la hora de estudiar la regulación de rutas catabólicas es el 
fenómeno de “represión catabólica”, entendiendo como tal la represión que ejercen ciertas 
fuentes de carbono predilectas para un determinado organismo sobre la expresión de los genes 
implicados en rutas de degradación de otras fuentes de carbono que no son de preferencia para 
dicho organismo. 
 Para estudiar si existía represión por catabolito de la ruta de degradación anaeróbica de 
benzoato en Azoarcus sp. CIB, se monitorizó la expresión del gen bzdA en células cultivadas 
anaeróbicamente en medio MC con benzoato y otras fuentes de carbono adicionales tales 
como succinato, acetato, piruvato, malato, casaminoácidos o pimelato. A partir de estos 
cultivos se obtuvieron extractos celulares en los cuales se ensayó la actividad benzoato-CoA 
ligasa, observándose que el malato, succinato y acetato causan una severa represión de la 
actividad benzoato-CoA ligasa, pimelato y casaminoácidos causan una represión moderada y 
el piruvato resultó ser una fuente de carbono no represora (Fig. 44). 
 Para comprobar que la represión catabólica ejercida por las fuentes de carbono 
anteriormente mencionadas se llevaba a cabo a nivel de la transcripción mediada por el 
promotor PN, se construyó la cepa Azoarcus sp. CIBlacZ mediante inserción de la fusión 
traduccional PN::lacZ en el cromosoma de Azoarcus sp. CIB (Fig. 45). Para ello, el plásmido 
pK18mobPNlacZ (Fig. 45) fue transferido a Azoarcus sp. CIB por conjugación biparental en la 
que E. coli S17-1λpir actuó como cepa donadora. Los exconjugantes de Azoarcus sp. CIB que 
contenían la fusión traduccional PN::lacZ insertada en el cromosoma eran merodiploides con 
una copia intacta de los genes catabólicos bzd y fueron seleccionados aeróbicamente en medio 
MC suplementado con kanamicina y citrato (contraselección del donador). Utilizando células 
de Azoarcus sp. CIBlacZ cultivadas en anaerobiosis durante 48 h en presencia de benzoato y 
las fuentes de carbono descritas anteriormente, se realizaron ensayos de actividad β-
galactosidasa. Los resultados obtenidos revelaron un patrón de expresión similar al descrito en 
los ensayos de actividad benzoato-CoA ligasa, es decir, tan sólo el piruvato, pimelato y 
casaminoácidos permitieron la expresión de la fusión PN::lacZ (Fig. 44). Los datos obtenidos 
confirman, por lo tanto, la existencia de represión catabólica de los genes bzd en Azoarcus sp. 
ATGCAAACGTGCCTGACATTTGACTTAGATCAACATCGCCTGCACTGCAG -19
TGCGTAACATGCGACATCATGCATTAACGGCAAAATAATGCAGCAAAGGC +32
GGACTCAGGGACGGGATCCGCAACACATCAGAGGAGATAGTTCGATG +79
RBS
-10
-35
+1
bzdN
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CIB, mediada por ciertos compuestos orgánicos (succinato, malato, acetato) a nivel de la 
actividad del promotor PN. 
 
Figura 44. Represión por catabolito de los genes 
bzd en Azoarcus sp. CIB y Azoarcus sp. CIBlacZ. 
Se cultivaron anaeróbicamente durante 48 h células 
de ambas cepas en medio MC suplementado con 
benzoato 1 mM y con una fuente de carbono 
adicional, 0.4% (p/v): succinato (Suc), acetato 
(Ace), piruvato (Pir), malato (Mal), casaminoácidos 
(Caa) o pimelato (Pim). Se monitorizó la actividad 
β-galactosidasa en extractos celulares de Azoarcus 
sp. CIBlacZ (barras amarillas) y la actividad 
benzoato-CoA ligasa en exractos de Azoarcus sp. 
CIB (barras verdes). Ambas actividades se 
representan en porcentajes referidos a la actividad 
presente en células cultivadas en benzoato 3 mM 
como única fuente de carbono, en las que la 
actividad β-galactosidasa es de 2500 unidades Miller 
y la actividad benzoato-CoA ligasa es de 0.17 µmol 
min–1 mg proteína–1.  Los valores mostrados son la 
media de los valores obtenidos en tres experimentos 
diferentes con una desviación estándar de los datos 
inferior al 10%. 
 
 
 
Figura 45. Estrategia utilizada para 
la construcción de Azoarcus sp. 
CIBlacZ. Con flechas negras se indica 
el sentido de la transcripción de los 
genes. El gen que codifica el regulador 
transcripcional, bzdR, se representa en 
rojo; el promotor PN y el primero de 
los genes catabólicos (bzdN), se 
indican en azul oscuro, y el gen lacZ, 
en azul claro. Se señalan los orígenes 
de replicación (oripUC) y de 
transferencia (oriTRP4). Apr y Kmr 
representan los genes que codifican la 
resistencia a ampicilina y kanamicina, 
respectivamente. Se indican las dianas 
de restricción EcoRI (E), HindIII (H), 
KpnI (K), NotI (N) y XbaI (X). ATG 
representa el codón de inicio de la 
traducción del gen bzdN. El 
cromosoma de Azoarcus sp. CIB se 
representa con una línea ondulada. 
 
 
9.3. Estudios in vitro de la interacción de BzdR con el promotor PN.  
 
 Con el objetivo de profundizar en el estudio de la interacción del represor BzdR con el 
promotor PN, se procedió a realizar experimentos in vitro que permitieran confirmar los 
resultados obtenidos in vivo (apartado 9.1.) e identificar las regiones operadoras del promotor 
PN. 
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9.3.1.  Clonación e hiperproducción de la proteína His6-BzdR. 
 
 Para llevar a cabo ensayos in vitro con BzdR era necesario disponer de un sistema de 
hiperproducción y purificación de la proteína reguladora. Para ello, se amplificó por PCR el 
gen bzdR sin su codón de inicio (ATG) y se subclonó en el plásmido pQE32 (Tabla 6), 
portador de un promotor artificial del fago T5 que contiene dos regiones operadoras lac y una 
secuencia “tag” que codifica 6 histidinas y permite la producción de una proteína 
recombinante que puede ser purificada mediante cromatografía de afinidad en columnas de 
Ni-NTA. El plásmido resultante, pQE32-His6BzdR (Fig. 46), contiene clonado un gen bzdR 
recombinante (His6-bzdR) cuyo extremo 5´ codifica una secuencia de 13 aminoácidos nuevos 
(MCGSHHHHHHGIL) fusionada en fase al segundo residuo de la proteína BzdR nativa. El 
plásmido pQE32-His6BzdR fue introducido en células de E. coli M15 portadoras del plásmido 
pREP4 (Tabla 6) que produce el represor LacI necesario para el estricto control de la 
expresión génica cuando se emplean promotores que contienen regiones operadoras lac.  
 Dado que la proteína His6-BzdR posee una fusión de 13 aminoácidos en su extremo N-
terminal que podría afectar a la función de este regulador, se procedió a confirmar su 
actividad represora. Para ello, células de E. coli AFMCPN (pQE32-His6BzdR) y E. coli 
AFMCPN (pQE32) (cepa control) se cultivaron anaeróbicamente en medio mínimo con 
glicerol como fuente de carbono hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento y se ensayó 
su actividad β-galactosidasa. Los resultados obtenidos indicaban que, en el caso de E. coli 
AFMCPN (pQE32), la actividad β-galactosidasa era similar a la detectada en extractos de E. 
coli AFMCPN, siendo dicha actividad casi un orden de magnitud inferior en extractos de E. 
coli AFMCPN (pQE32-His6BzdR) (Fig.  47). Estos datos sugerían que la proteína His6BzdR 
tenía una actividad represora sobre el promotor PN similar a la mostrada por la proteína BzdR 
original. Para confirmar que la proteína His6BzdR respondía al inductor benzoil-CoA, se 
monitorizó la actividad β-galactosidasa en células de E. coli AFMCPN (pQE32-His6BzdR, 
pCK01BzdA) cultivadas anaeróbicamente en medio mínimo con glicerol como fuente de 
carbono en ausencia o en presencia de benzoato 1 mM. Tan sólo las células cultivadas en 
presencia de benzoato mostraron actividad β-galactosidasa (Fig. 47). 
 En conclusión, los datos obtenidos permitían asumir que la fusión N-terminal de 13 
aminoácidos no afectaba significativamente a la actividad del regulador transcripcional BzdR, 
por lo que se procedió a utilizar la proteína His6-BzdR en los ensayos in vitro de interacción 
con el promotor PN. 
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Figura 46. Estrategia utilizada para 
la construcción del plásmido pQE32-
His6BzdR. Con flechas negras se 
indica el sentido de la transcripción de 
los genes. En rojo se indica el gen que 
codifica el regulador transcripcional 
(bzdR), en azul se señalan los genes 
bzdNO∆P y en amarillo, la secuencia 
“tag” que codifica 6His. Con flechas 
blancas se representan los promotores 
Plac y PT5, y con flechas moradas, los 
oligonucleótidos 5HISReg y 3HISReg 
(Tabla 7) utilizados para la 
amplificación por PCR del gen bzdR. 
Se indican el origen de replicación, 
oripUC, y las dianas de restricción 
BamHI (B), EcoRI (E), HindIII (H), 
KpnI (K), PstI (P) y XbaI (X). 
 
   
Figura 47. Actividad de la fusión PN::lacZ en 
células de E. coli AFMCPN en ausencia o 
presencia de la proteína His6-BzdR. Se 
muestra la actividad β-galactosidasa (en 
unidades Miller) en células de E. coli AFMCPN 
(PN::lacZ), conteniendo el plásmido pQE32 
(barra gris), pQE32-His6BzdR (en rojo) o con 
los plásmidos pQE32-His6BzdR y pCK01BzdA 
(en verde). –B y +B indican que las células se 
cultivaron en ausencia o presencia de benzato 1 
mM, respectivamente. Se representan los valores 
obtenidos en un experimento. Estos valores 
fueron reproducibles en tres experimentos 
distintos, con una desviación estándar de los 
datos inferior al 10%. 
 
 
 
 
 
9.3.2. Caracterización de la interacción de la proteína His6-BzdR con el promotor PN. 
 
Para demostrar in vitro la interacción de la proteína His6-BzdR con el promotor PN se 
realizaron ensayos de retardo en gel usando extractos celulares de E. coli M15 
(pREP4)(pQE32-His6BzdR) cultivada en presencia de IPTG. Para estos experimentos se 
utilizó como sonda el fragmento de ADN de 268 pb que comprendía la región del promotor 
PN desde la posición -174 a la posición +79 respecto al sitio de inicio de la transcripción 
(sonda PN). Como se observa en la figura 48 (calles 3 a 8) cantidades crecientes de extracto 
causaban un mayor retardo en la migración de la sonda PN. Por el contrario, un extracto 
control de E. coli (pREP4, pQE32), que no contiene la proteína His6-BzdR, no causaba 
retardo en la migración de la sonda (Fig. 48, calle 2). Estos resultados demuestran que la 
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proteína His6-BzdR se une a la región promotora PN. Curiosamente, se observó que 
dependiendo de la cantidad de proteína His6-BzdR utilizada en el ensayo de retardo aparecían 
dos complejos de unión proteína-ADN diferentes: el complejo I aparecía preferentemente 
cuando se utilizaban 50 ng de proteína en el extracto (calle 5); sin embargo, el complejo II se 
comenzaba a visualizar cuando la cantidad de proteína presente en el ensayo era de 100 ng 
(calle 6) y en presencia de 500 ng de proteína (calle 8) sólo se observaba el complejo II. Estos 
datos sugerían que la proteína BzdR es capaz de unirse a varias regiones diferentes del 
promotor PN  y, como consecuencia, origina varios complejos de retardo. 
Para determinar la región(es) del promotor PN que interaccionan con el represor BzdR 
se procedió a la purificación de la proteína His6-BzdR hiperproducida en E. coli. 
 
 
 
Figura 48. Ensayo de retardo en gel realizado 
con la sonda PN y extractos celulares que 
contienen la proteína His6-BzdR. Calle 1, sonda 
PN; calle 2, sonda PN en presencia de 500 ng de 
extracto crudo obtenido de E. coli M15 (pREP4, 
pQE32) (extracto control). Calles 3 a 8, sonda PN 
en presencia de 10, 20, 50, 100, 200 y 500 ng de 
extracto crudo, respectivamente, obtenido de E. 
coli M15 (pREP4, pQE32-His6BzdR). En el 
margen derecho de la figura se señala la posición 
de los complejos I y II de BzdR/PN. 
  
 
9.3.3. Purificación de la proteína His6-BzdR. 
 
 La purificación de His6-BzdR se llevó a cabo a partir de células de E. coli M15 (pREP4, 
pQE32-His6BzdR) cultivadas en LB e inducidas en presencia de IPTG. El extracto celular se 
sometió a una cromatografía de afinidad en columnas de Ni-NTA. Tras lavar la columna con 
un tampón salino que contenía 40 mM de imidazol, la proteína His6-BzdR se eluyó con 
imidazol 750 mM. El eluido se dializó para eliminar el imidazol y finalmente se obtuvo una 
fracción de proteína His6-BzdR soluble a una concentración de 1 µM (ver apartado 6.3 de 
Materiales y Métodos) (Fig. 49).  
 Para comprobar que la proteína His6-BzdR mantenía su actividad tras el proceso de 
purificación, se realizaron ensayos de retardo en gel (Fig. 50). La especificidad de la 
interacción de la proteína His6-BzdR con la sonda PN se confirmó mediante la adición al 
ensayo de retardo de un fragmento PN no marcado radioactivamente, observándose que la 
unión de His6-BzdR a la sonda PN marcada se inhibía a medida que se aumentaba la cantidad 
de fragmento PN no marcado que se añadía al ensayo (Fig. 51). Por el contrario, la adición de 
ADN heterólogo (ADN de esperma de salmón) no afectaba a la unión de la proteína His6-
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BzdR a la sonda PN. Estos resultados confirmaron que la interacción His6-BzdR/PN es 
específica. 
 
 
 
Figura 49. Purificación de la proteína His6-BzdR. 
SDS-PAGE al 12.5% en el que se analiza: la 
fracción soluble de un extracto celular de E. coli 
M15 (pREP4, pQE32-His6-BzdR) (calle 2), la 
fracción proteica no retenida en la columna de 
purificación Ni-NTA (calle 3), la fracción proteica 
eluida con el tampón de lavado (calle 4) y la 
proteína His6-BzdR eluida con imidazol 750 mM 
(calle 5). La posición de la proteína His6-BzdR se 
indica con una flecha. Calle 1: marcadores de peso 
molecular “Broad Range” (BioRad). En el margen 
izquierdo de la figura se detallan los pesos 
moleculares (en kDa) de los marcadores. 
 
  
  
 
 
 
Figura 50. Interacción de la proteína His6-BzdR 
purificada con el promotor PN. Ensayo de retardo en 
gel en el que se analiza la unión de la proteína His6-
BzdR a la sonda PN. Calle 1: sonda PN libre; calles 2 a 
7: sonda PN en presencia de 2.5, 5, 10, 25, 50 y 100 
nM de proteína His6-BzdR purificada. En el margen 
derecho de la figura se indican con flechas los dos 
complejos His6-BzdR-PN formados y la sonda PN libre. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 51. Ensayo de retardo en gel 
donde se muestra la especificidad de la 
interacción His6-BzdR/PN. En todas las 
muestras se añadió a la sonda PN una 
cantidad de 50 ng de proteína His6-BzdR 
purificada y concentraciones crecientes de 
fragmento PN no marcado 
radioactivamente: 0 ng (calle 1), 2.5 ng 
(calle 2), 10 ng (calle 3), 25 ng (calle 4) y 
250 ng (calle 5). Con una flecha se indica 
la sonda PN libre. 
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9.3.4.  Efecto de diferentes compuestos aromáticos en la interacción de la proteína His6-
BzdR con el  promotor PN. 
 
Los estudios realizados in vivo habían demostrado que el benzoil-CoA actúa como 
inductor del operón catabólico bzd a nivel del promotor PN. Para confirmar dicho resultado in 
vitro, se realizaron ensayos de retardo en gel con la proteína His6-BzdR y la sonda PN en 
presencia de benzoil-CoA. Como se muestra en la figura 52, cantidades crecientes de benzoil-
CoA, desde 100 µM hasta 2 mM, reducen significativamente la formación del complejo His6-
BzdR/PN, lo cual sugiere que el benzoil-CoA actúa inhibiendo la unión de la proteína BzdR al 
promotor PN. Para comprobar que este efecto era específico del benzoil-CoA, se añadió 
benzoato (2 mM) al ensayo de retardo en gel observándose que la cantidad de sonda PN que 
permanecía libre era aproximadamente un 20% del total, valor que se incrementaba al 90% 
cuando el retardo se realizaba en presencia de benzoil-CoA 2 mM (Fig. 52). Estos resultados 
están de acuerdo con el papel del benzoil-CoA como el verdadero inductor del operón 
catabólico bzd. 
 
 
 
 
 
Figura 52. Estudio de la interacción His6-BzdR/PN en 
presencia de compuestos aromáticos. Ensayo de retardo en 
gel en el que se analiza la interacción de la proteína 
purificada His6-BzdR (50 nM) con la sonda PN. Calles 1 a 5: 
reacciones de retardo en presencia de 0, 0.25, 0.5, 1 o 2 mM 
de benzoil-CoA. Calle 6: retardo en presencia de benzoato 2 
mM (Bz). Se indica con una flecha la sonda PN y los 
complejos PN/His6-BzdR formados. 
 
 
 
 
 
 
9.3.5. Identificación de los sitios de unión de la proteína His6-BzdR al promotor PN. 
 
La proteína purificada His6-BzdR se utilizó para determinar los sitios de unión (regiones 
operadoras) al promotor PN mediante ensayos de footprinting con DNasa I (ver apartado 8.2 
de Materiales y Métodos). Como se muestra en la figura 53A, la proteína His6-BzdR protege 
tres regiones diferentes del promotor PN: región I (de 63 pb) comprendida entre las posiciones 
-32 a +31, región II (21 pb) desde la posición -83 hasta –63, y la región III (21 pb) desde la 
posición –146 a la –126. Estas tres regiones de protección contenían repeticiones directas de 
la secuencia TGCA, la cual se encuentra formando parte de estructuras palindrómicas de 
mayor longitud. Mientras que las secuencias TGCA están separadas por 6 nucleótidos en las 
regiones II y III, la región I presenta un par de secuencias TGCA separadas por un único 
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nucleótido y otra pareja de secuencias TGCA separadas por 15 nucleótidos (Fig. 54). El hecho 
de que se detecten varias regiones operadoras en el promotor PN justifica la existencia de más 
de un complejo ADN-proteína en los ensayos de retardo en gel (apartados 9.3.2 y 9.3.3). 
Además, la aparición en el ensayo de footprinting de bandas de hipersensibilidad a la 
DNAasaI (Fig. 53) indica que la unión de His6-BzdR al promotor PN  podría inducir cambios 
en la estructura del ADN de las correspondientes regiones operadoras. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 53. Identificación de los sitios de unión de la proteína His6-BzdR purificada al promotor PN. Ensayos de 
footprinting con DNasaI con la sonda FP (405 pb) marcada radioactivamente en su extremo 3´ y la proteína His6-BzdR 
purificada. A) Las calles 1 y 2 muestran reacciones de footprinting en usencia de proteína His6-BzdR; las calles 3 a 8 
corresponden a concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100 y 250 nM de proteína His6-BzdR, respectivamente. B) Las calles 1 a 5 
corresponden a concentraciones de 0, 25, 50, 100 y 250 nM de proteína His6-BzdR, respectivamente. Las calles AG muestran 
la reacción de secuenciación de la sonda FP por el método de Maxam y Gilbert (1980). Los paneles A y B corresponden a 
electroforesis realizadas a tiempos cortos y largos, respectivamente. Las tres regiones de protección frente a la digestión con 
DNasaI se marcan con corchetes (regiones I, II y III), y las bandas de hipersensibilidad a la actividad DNasaI se indican con 
asteriscos. También se muestran la hipotética caja -10 de unión a la ARNP y el sitio de inicio de la transcripción (+1) del 
promotor PN. 
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Figura 54. Identificación de los elementos reguladores en el promotor PN. La flecha roja indica la dirección de la 
transcripción del gen bzdN y en el mismo color se señala el codón de iniciación de la traducción de dicho gen, marcándose en 
verde el RBS. Sombreado en amarillo se indican las zonas de unión de BzdR al promotor  PN (regiones operadoras I, II y III). 
En azul se detallan las posibles cajas –10 y –35 del promotor PN y en negro, el sitio de inicio de la transcripción (+1). Las 
secuencias TGCA de los operadores se indican en morado y las estructuras palindrómicas se encuentran subrayadas.   
 
 
10. MODELADO DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE BzdR Y SU 
INTERACCIÓN CON EL BENZOIL-CoA. 
 
El análisis de la comparación de secuencias de aminoácidos había revelado que la 
proteína BzdR posee dos regiones claramente diferenciadas, una región N-terminal (residuos 
1-130) y una región C-terminal (residuos 131-298) que muestran similitud significativa con 
proteínas de unión a ADN y con miembros de la familia de las siquimato quinasas, 
respectivamente (apartado 8.2). Dado que se conocía la estructura tridimensional de algunas 
de las proteínas que presentaban un grado de identidad significativo con las dos regiones de la 
molécula BzdR, se procedió a elaborar un modelo de la estructura tridimensional para dicho 
regulador. Los cinco programas de modelado utilizados en este trabajo dieron como resultado 
un modelo de estructura tridimensional de BzdR con un porcentaje de certeza en torno al 95% 
(ver apartado 9 de Materiales y Métodos).  
 Los resultados obtenidos para la región N-terminal (N-BzdR, residuos 25-87) revelaron 
que todas las proteínas seleccionadas de estructura conocida pertenecían a la misma 
superfamilia SCOP, proteínas cuyos dominos de unión a ADN son similares a los del represor 
Cro del fago lambda. La proteína que finalmente se seleccionó para elaborar el modelo 
tridimensional de N-BzdR fue SinR de B. subtilis, por ser la que compartía una mayor 
identidad de secuencia (34 %) con la correspondiente región de BzdR (Fig. 29). El modelo de 
plegamiento para N-BzdR predice un haz cerrado de 5 hélices α (Fig. 55A). La presencia de  
un motivo HTH sencillo, del residuo 38 al 77 (hélice α2-giro-hélice α3-giro-hélice α4) (Fig. 
55A), similar al motivo que caracteriza a numerosas proteínas de unión a ADN (Aravind et 
al., 2005), proporciona un argumento razonable para suponer que la región N-BzdR es la 
encargada de interaccionar directamente con el ADN (promotor PN). 
 Los resultados obtenidos para la región C-BzdR, residuos 131 a 298, revelaron que 
todas las proteínas seleccionadas compartían un motivo de plegamiento típico de hidrolasas 
de nucleósidos trifosfato, perteneciendo la mayoría de ellas a la familia de las siquimato 
CCGAGCCTCGCGTTTTACTGCGTGTTGCAATGCAACAAAATGCATTTCATGCTGCGTTGCGGCAAGAAAGATTGCA
GTTTTCCATGCAAAAAATGCAATCAAGTGCATGCAAACGTGCCTGACATTTGACTTAGATCAACATCGCCTGCACT
GCAGTGCGTAACATGCGACATCATGCATTAACGGCAAAATAATGCAGCAAAGGCGGACTCAGGGACGGGATCCG
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quinasas. La proteína que finalmente se seleccionó para elaborar el modelo tridimensional de 
C-BzdR fue la siquimato quinasa I (AroK) de E. coli (Gu et al., 2002; Romanowsky y Burley, 
2002). El modelo de plegamiento para C-BzdR predice la existencia de 5 láminas β paralelas 
(en orden espacial β2β3β1β4β5) flanqueadas por 8 hélices α (Fig. 55B). En esta estructura 
conservada en diversas proteínas que unen mononucleótidos, cabe destacar la presencia de un 
bucle de unión a fosfato (“P-loop” o motivo “Walker-A”) situado entre la lámina β1 y la 
hélice α6 (Fig 55B) que comprende la secuencia GLRGAGKT, la cual se corresponde 
perfectamente con la secuencia consenso del motivo Walker-A (GNNNNGKT/S) (Walker et 
al., 1982; Saraste et al., 1990). Por lo tanto, los datos derivados de la estructura predicha para 
C-BzdR sugieren que dicha región de la molécula sería la encargada de interaccionar con el 
efector, la molécula de benzoil-CoA.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 55. Modelo tridimensional propuesto para las regiones N-terminal y C-terminal de BzdR. A) Diagrama de 
ribbon para N-BzdR donde se observan las 5 hélices α que lo constituyen. Las hélices α2, α3 y α4 y los lazos que las 
separan forman el motivo HTH de unión a ADN (en verde). B) Diagrama de ribbon para C-BzdR donde se muestran las 5 
hebras β (en rojo) y 8 hélices α (en azul) que lo constituyen. En verde se muestra el motivo de unión a fosfato (P-loop). Los 
correspondientes extremos N- y C-terminal están marcados como NH2 y COOH, respectivamente. Estas figuras han sido 
construidas con el programa MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) y RASTER3D (Merrit, 1994). 
 
 Una vez establecido un modelo tridimensional para C-BzdR, se procedió a realizar un 
modelo tridimensional del complejo formado por C-BzdR y la molécula efectora benzoil-
CoA. Este modelo está basado en la estructura conocida del complejo siquimato-quinasa 
I/ATP/siquimato (Romanowsky y Burley, 2002) y en la similitud estructural que existe entre 
ambos extremos de la molécula de benzoil-CoA, la adenosina difosfato (ADP) y el residuo 
benzoil, y los dos sustratos de las siquimato quinasas, ATP y siquimato, respectivamente. Así, 
el residuo ADP del coenzima A interaccionaría con el motivo estructural de interacción con 
nucleótidos presente en C-BzdR. Las moléculas de pantotenato y β-mercaptoetilamina del 
coenzima A encajan en un surco presente en la superficie de C-BzdR (Fig. 56A) y cuyas 
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paredes estarían formadas por los residuos 158 a 163 y 231 a 271. Este surco acaba en una 
cavidad equivalente al sitio de unión al siquimato descrito para las siquimato quinasas (Gu et 
al., 2002; Krell et al., 1998), y que albergaría el residuo benzoil de la molécula efectora 
benzoil-CoA (Fig. 56B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 56. Modelo tridimensional del complejo formado por C-BzdR y la molécula efectora benzoil-CoA. A) Se 
muestra el surco predicho en la superficie de BzdR que interaccionaría con el residuo de ADP, pantotenato y β-
mercaptoetilamina del coenzima A. B) Cavidad de interacción con el residuo benzoil de la molécula efectora benzoil-CoA. 
Estos gráficos han sido realizados con el programa GRASP (Nicholls et al., 1991). 
 
 En resumen, los estudios realizados sobre la estructura tridimensional predicha para 
BzdR permiten proponer un modelo en el que N-BzdR estaría implicado en la unión al ADN 
diana (promotor PN) y C-BzdR estaría implicado en la interacción con el efector, benzoil-
CoA. BzdR se convierte así en el prototipo de una nueva subfamilia de reguladores 
transcripcionales en procariotas. 
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orf1 
NIN-V 
5R EcoRI 
Orf-0 
 CCGACTCTGTGGAGCTGTACTGCGTCGAAGTGCATCCGGCACCCGAACTCATCGCCCAGC   60 
 GGCTGAGACACCTCGACATGACGCAGCTTCACGTAGGCCGTGGGCTTGAGTAGCGGGTCG 
     
 
 ACCTCACCGACGGCGCACGCTCCGCGCTTGCCGGCCTGAAGGCGCGTCTGGAATCCGCGC  120 
 TGGAGTGGCTGCCGCGTGCGAGGCGCGAACGGCCGGACTTCCGCGCAGACCTTAGGCGCG 
     
   
 CGTGGGAGAAGGCCGCGCTCAATCAGGCGATCAAGGACACGATGGCCGAGCATGGCCTGA  180 
 GCACCCTCTTCCGGCGCGAGTTAGTCCGCTAGTTCCTGTGCTACCGGCTCGTACCGGACT 
     
   
 AGATGCCCCAGGTCGCCATTCCGCTCCGCGTCGCGACCTTGGGCGTGCCCCAGACCCCGG  240 
 TCTACGGGGTCCAGCGGTAAGGCGAGGCGCAGCGCTGGAACCCGCACGGGGTCTGGGGCC 
     
   
 CAATCGACGCCGTACTCGAGGTTCTCGGCCGCGAGCGCGTGCTCGCGCGCATGGCCCGCT  300 
 GTTAGCTGCGGCATGAGCTCCAAGAGCCGGCGCTCGCGCACGAGCGCGCGTACCGGGCGA 
     
     
 ACGTCTGACGATTGCGCGAGGACGCAAAATGCAACCTCAAGCCTTGCATCGCCGCGCAAA  360 
 TGCAGACTGCTAACGCGCTCCTGCGTTTTACGTTGGAGTTCGGAACGTAGCGGCGCGTTT 
     
     
 CCTGAGCGCAATCAGGGGGTTCGCCGGCATCGCGCTGTTCGGGTTCAACGGTCTGGCACT  420 
 GGACTCGCGTTAGTCCCCCAAGCGGCCGTAGCGCGACAAGCCCAAGTTGCCAGACCGTGA 
     
     
 CGCAATGGTTGGGAGCAACGCGTTCGGCAAACCATTCCGGCCCGATTTCCGTCCCGTTGC  480 
 GCGTTACCAACCCTCGTTGCGCAAGCCGTTTGGTAAGGCCGGGCTAAAGGCAGGGCAACG 
     
   
 CCGCGTCTCCTGTCCGCAGTCGGGTGCGTTGCCGCGTACCTTGATCGACGCGGCGGCCTG  540 
 GGCGCAGAGGACAGGCGTCAGCCCACGCAACGGCGCATGGAACTAGCTGCGCCGCCGGAC 
     
 
 CGGCGACTTGTTCCGCTTGCACGCCCGCATTGTCGAAGGCGGCGACCTCGCAGCGACGGA  600 
 GCCGCTGAACAAGGCGAACGTGCGGGCGTAACAGCTTCCGCCGCTGGAGCGTCGCTGCCT 
     
 
 CCCGCGCAAGCCGCTGCAGGGACGCACGGCGCTCCATCACGCGGCGCAGCGCGGCGACAA  660 
 GGGCGCGTTCGGCGACGTCCCTGCGTGCCGCGAGGTAGTGCGCCGCGTCGCGCCGCTGTT 
     
     
 GGACATCGTCGAAGCCTTGCTGGCCGCCGGCGCGAATCCCGGACGCCGCGGATGCGGCGG  720 
 CCTGTAGCAGCTTCGGAACGACCGGCGGCCGCGCTTAGGGCCTGCGGCGCCTACGCCGCC 
     
     
 GCAATTCGGCCATGCATCTTCTGGCGATGCGCCCGCGCAGGGCGTCCGACGTCGCGATCG  780 
 CGTTAAGCCGGTACGTAGAAGACCGCTACGCGGGCGCGTCCCGCAGGCTGCAGCGCTAGC 
              
   
    
 TCGATGCGCTGATCAAGGCGGGTGCCGACGGCCGTCTGCGCAATGCGAAAGGGCGCACGG  840 
 AGCTACGCGACTAGTTCCGCCCACGGCTGCCGGCAGACGCGTTACGCTTTCCCGCGTGCC 
  
    
 CTCTCATGGAACTGATGGATTTCACGACATACAGCATCGATCCCGTGCGGATCGGCGTGG  900 
 GAGAGTACCTTGACTACCTAAAGTGCTGTATGTCGTAGCTAGGGCACGCCTAGCCGCACC 
  
        
 AACGAATCGGTGGCATGTTCGACGAAGCGGAGGCCAAGGGCCCCGTGAAGGCGCTGCCGG  960 
 TTGCTTAGCCACCGTACAAGCTGCTTCGCCTCCGGTTCCCGGGGCACTTCCGCGACGGCC 
  
       
 TCCAGCCCGTGCAGGCGGAGGCGGGGCTGACTTCCGGCGTGGACATGCGGCAAGGCGAGG 1020 
 AGGTCGGGCACGTCCGCCTCCGCCCCGACTGAAGGCCGCACCTGTACGCCGTTCCGCTCC 
  
       
 TTCCACCCGCCGAATACGCTGCTCCGGCTAGTCCGCAAGGCGCCGAGACGTCCGTCCAGG 1080 
 AAGGTGGGCGGCTTATGCGACGAGGCCGATCAGGCGTTCCGCGGCTCTGCAGGCAGGTCC 
  
       
 ATGCTCTGGATGCCTGGGCTGGCGCCTGGTCTGCACGCAACATCGACGCCTATCTGAGCC 1140 
 TACGAGACCTACGGACCCGACCGCGGACCAGACGTGCGTTGTAGCTGCGGATAGACTCGG 
  
   
       
 ATTACGCTTCCGACTTCCGTCCGGCCGATGGTCGCCCGCTGGAGCGATGGCGTGCGCTGC 1200 
 TAATGCGAAGGCTGAAGGCAGGCCGGCTACCAGCGGGCGACCTCGCTACCGCACGCGACG 
  
 
     
 GCCGGGAACGTATCGGCGGTGCATCTTCCATCGACGTAAAACTCTCGGACGTGAAAATCC 1260 
 CGGCCCTTGCATAGCCGCCACGTAGAAGGTAGCTGCATTTTGAGAGCCTGCACTTTTAGG 
 
         
 TCGTCGACGGTAGTCGTGCAGTCGCGCAGTTCCGTCAGGACTACCGCAGCGATGCGCTGA 1320 
 AGCAGCTGCCATCAGCACGTCAGCGCGTCAAGGCAGTCCTGATGGCGTCGCTACGCGACT 
  
 
 
 AATCCGTTGATCGGAAGACCGTCGTGCTCGACAACGTGGCGGGCAAGTGGCGCATCGTCG 1380 
 TTAGGCAACTAGCCTTCTGGCAGCACGAGCTGTTGCACCGCCCGTTCACCGCGTAGCAGC 
    
 
 
 AGGAAAAGACGAGCAAGTAGAGGTTCATTCGGCAGCGAGACATTCGCTGAAGTAGCGGTC 1440 
 TCCTTTTCTGCTCGTTCATCTCCAAGTAAGCCGTCGCTCTGTAAGCGACTTCATCGCCAG 
NIN V 
NIN V 
KpnI 
Orf-0 
5-NTR 
         
 CCGCAGCGTGCGTGCACGCAATTCGTGATCGCGCTTGTAGCGGTTTCGTCGCAGGTGCTG  1500 
 GGCGTCGCACGCACGTGCGTTAAGCACTAGCGCGAACATCGCCAAAGCAGCGTCCACGAC 
     
     
 TCTGGCGTCCGCCTCGGCCCGTTCCGCACGCTCCTGGTAGCTCGCACAGCGTGCTGCATG  1560 
 AGACCGCAGGCGGAGCCGGGCAAGGCGTGCGAGGACCATCGAGCGTGTCGCACGACGTAC 
     
     
 TGCCTGCCGCTCGTCGTCGCGCTGCTTGAGCTCGGCTCGAGCGTTGCGCCGTGCGACTTC  1620 
 ACGGACGGCGAGCAGCAGCGCGACGAACTCGAGCCGAGCTCGCAACGCGGCACGCTGAAG 
     
   
 CCGCGCGGATTCGATTTCGGTGACGAAACGCTGTTCCTTGCGTGCCCGGGTCCGTGCGGC  1680 
 GGCGCGCCTAAGCTAAAGCCACTGCTTTGCGACAAGGAACGCACGGGCCCAGGCACGCCG 
     
   
 CGCTTGTTCAGCCGGTACGGGATCGCGCACGGAAAGATCCATGTGTGCTCCGTCGTTTTC  1740 
 GCGAACAAGTCGGCCATGCCCTAGCGCGTGCCTTTCTAGGTACACACGAGGCAGCAAAAG 
     
     
 GCACGGGAGTGCCTGATAGCTTGGCTGCCCGCTACCGGACACGCACTTGAACACCTGTGC  1800 
 CGTGCCCTCACGGACTATCGAACCGACGGGCGATGGCCTGTGCGTGAACTTGTGGACACG 
     
     
 CGGACAGGCGGGCGCGAAGAAGGTGGAAACCGTCGCAATGACGGCGAGGATATGCAGTTT  1860 
 GCCTGTCCGCCCGCGCTTCTTCCACCTTTGGCAGCGTTACTGCCGCTCCTATACGTCAAA 
     
 
 TTCGCGGTTCATGACGTTCATCTGCCGGTGTAGTCATGAATGATGCCATATGCATTATCC  1920 
 AAGCGCCAAGTACTGCAAGTAGACGGCCACATCAGTACTTACTACGGTATACGTAATAGG 
     
 
 GGCGTCTCCTGCTTAGGCGTGAGAGCGCTCGCGGGCAATTTTGCGGTTACTACGGATGCC  1980 
 CCGCAGAGGACGAATCCGCACTCTCGCGAGCGCCCGTTAAAACGCCAATGATGCCTACGG 
     
   
 CGACAACTCATCCGCATGTTGCAATCGCGCCCAACCTTGAGCACTATAATTCATCGGCAC  2040 
 GCTGTTGAGTAGGCGTACAACGTTAGCGCGGGTTGGAACTCGTGATATTAAGTAGCCGTG 
     
   
 TTTATTGCCGCACAAATAGGGGTAGCCCCGATGTCCAACGATGAGAACTCATCACGGCTC  2100 
 AAATAACGGCGTGTTTATCCCCATCGGGGCTACAGGTTGCTACTCTTGAGTAGTGCCGAG 
                                M  S  N  D  E  N  S  S  R  L     10   
    
 AAACGCCCGGACCTGTCGTTAGAAGAGAACAACTACCTGCTGATGTTGGGCGACCGCATT  2160 
 TTTGCGGGCCTGGACAGCAATCTTCTCTTGTTGATGGACGACTACAACCCGCTGGCGTAA 
   
  K  R  P  D  L  S  L  E  E  N  N  Y  L  L  M  L  G  D  R  I     30 
    
 CGCGACCTGCGAGCGCAGCGGGGAATGACGCGCAAGATGCTGGCGCAGCAGTCCGGGGTG  2220 
 GCGCTGGACGCTCGCGTCGCCCCTTACTGCGCGTTCTACGACCGCGTCGTCAGGCCCCAC 
  R  D  L  R  A  Q  R  G  M  T  R  K  M  L  A  Q  Q  S  G  V     50 
    
 TCGGAGCGTTACCTTGCCCAACTGGAAACGGGGCACGGCAATATCTCCATCATCCTCTTG  2280 
 AGCCTCGCAATGGAACGGGTTGACCTTTGCCCCGTGCCGTTATAGAGGTAGTAGGAGAAC 
  S  E  R  Y  L  A  Q  L  E  T  G  H  G  N  I  S  I  I  L  L     70 
  
 CGCCAGATCGCGCAGGGGCTCGGCTTTCCCATCGTCGACCTCGTGCGCGAGGAGGCGGAG  2340 
 GCGGTCTAGCGCGTCCCCGAGCCGAAAGGGTAGCAGCTGGAGCACGCGCTCCTCCGCCTC 
  R  Q  I  A  Q  G  L  G  F  P  I  V  D  L  V  R  E  E  A  E     90 
    
 CAGTCTCCCGAGTTGACGCTGCTGATTCAGTACCTGAGCCGTTTTCCGCCCAAGACGCAT  2400 
 GTCAGAGGGCTCAACTGCGACGACTAAGTCATGGACTCGGCAAAAGGCGGGTTCTGCGTA 
  Q  S  P  E  L  T  L  L  I  Q  Y  L  S  R  F  P  P  K  T  H    110 
    
 GAATGGGCGCGCCGGCTGCTCCAGAATGAGCTCGAATCTTCGGGGCGAAGCGCGCGCAGG  2460 
 CTTACCCGCGCGGCCGACGAGGTCTTACTCGAGCTTAGAAGCCCCGCTTCGCGCGCGTCC 
  E  W  A  R  R  L  L  Q  N  E  L  E  S  S  G  R  S  A  R  R    130 
     
 CAGCGCATCGCCTTCATCGGCTTGCGCGGGGCGGGGAAGACCACGCTGGGGACGATGCTG  2520 
 GTCGCGTAGCGGAAGTAGCCGAACGCGCCCCGCCCCTTCTGGTGCGACCCCTGCTACGAC 
  Q  R  I  A  F  I  G  L  R  G  A  G  K  T  T  L  G  T  M  L    150 
    
 GCCGAGCACCTCGGCGTGCCCTTCCTCGAGCTCGCGAAAGTGATCGAACAGGAAGCAGGG  2580 
 CGGCTCGTGGAGCCGCACGGGAAGGAGCTCGAGCGCTTTCACTAGCTTGTCCTTCGTCCC 
  A  E  H  L  G  V  P  F  L  E  L  A  K  V  I  E  Q  E  A  G    170 
    
 GCCGATCTGTCCGAAATCTTTTCGCTGTATGGCCAGACGGCATACCGCCGCTACGAGCGT  2640 
 CGGCTAGACAGGCTTTAGAAAAGCGACATACCGGTCTGCCGTATGGCGGCGATGCTCGCA 
  A  D  L  S  E  I  F  S  L  Y  G  Q  T  A  Y  R  R  Y  E  R    190 
    
 
 CGCGGGCTGGAGTCGGTGGTCGCAAGCAACGAGGCGTTTGTGCTGATCGCGGGCGGCAGC  2700 
 GCGCCCGACCTCAGCCACCAGCGTTCGTTGCTCCGCAAACACGACTAGCGCCCGCCGTCG 
   
  R  G  L  E  S  V  V  A  S  N  E  A  F  V  L  I  A  G  G  S    210 
    
 ATCGTGTCCGAGCCGGCCAACTTCGATCTGCTGCTGTCATCGTGCTTCACGATCTGGCTG  2760 
 TAGCACAGGCTCGGCCGGTTGAAGCTAGACGACGACAGTAGCACGAAGTGCTAGACCGAC 
  I  V  S  E  P  A  N  F  D  L  L  L  S  S  C  F  T  I  W  L    230 
    
 TGCGCATCCCCGGAGGAGCACATGGCCCGCGTCATGGAACAGGGAGACTACCGCCCCATG  2820 
 ACGCGTAGGGGCCTCCTCGTGTACCGGGCGCAGTACCTTGTCCCTCTGATGGCGGGGTAC 
  C  A  S  P  E  E  H  M  A  R  V  M  E  Q  G  D  Y  R  P  M    250 
    
 CACGGAAACCAGGAGGCGATGGATGACTTGAAACGCATCCTGGCCGGCCGGACGACCATG  2880 
 GTGCCTTTGGTCCTCCGCTACCTACTGAACTTTGCGTAGGACCGGCCGGCCTGCTGGTAC 
  H  G  N  Q  E  A  M  D  D  L  K  R  I  L  A  G  R  T  T  M    270 
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 TACAGCAAGGCGGACGCCATCATCGATACATCCGGCCGAACGGTCGAGCAATCCTTCCTG  2940 
 ATGTCGTTCCGCCTGCGGTAGTAGCTATGTAGGCCGGCTTGCCAGCTCGTTAGGAAGGAC 
  Y  S  K  A  D  A  I  I  D  T  S  G  R  T  V  E  Q  S  F  L    290 
   
  
 GACATCCTCGAAGTCCTGGCACGCTGAGCGTGCATCAATGATCCGGCAAGTAGATACCGC  3000 
 CTGTAGGAGCTTCAGGACCGTGCGACTCGCACGTAGTTACTAGGCCGTTCATCTATGGCG 
  
  D  I  L  E  V  L  A  R  *                                     298 
 
 TCGGGCCGAGTATGTCGAAGCGCTGCGATGGCACTTCGACAAGGTCCGGGCGAACGGCGC  3060 
 AGCCCGGCTCATACAGCTTCGCGACGCTACCGTGAAGCTGTTCCAGGCCCGCTTGCCGCG 
     
 
 TTCTTGATTGGCGCCTGACTAAGCGCATGCAGTTTGATGCGCGTCGGGTCAGGAACAATG  3120 
 AAGAACTAACCGCGGACTGATTCGCGTACGTCAAACTACGCGCAGCCCAGTCCTTGTTAC 
     
  
 CCCAAAGCCGCCCGAGCGGACAGCAAGGCGCCCCCGGACCCGTAAATCTTCGGATAAACA  3180 
 GGGTTTCGGCGGGCTCGCCTGTCGTTCCGCGGGGGCCTGGGCATTTAGAAGCCTATTTGT 
     
 
 GCTGACGCAGTGCAGCATGCTGCATCAGGCGCTCCCGGCTTCTCTCTCGACATTCCCTCA  3240 
 CGACTGCGTCACGTCGTACGACGTAGTCCGCGAGGGCCGAAGAGAGAGCTGTAAGGGAGT 
     
 TTTCCAGCAAGCCCTTTCCGGACTGCGTTCGAGAGCGGTTTCCGCTCGCGTTCGCTCTCC  3300 
 AAAGGTCGTTCGGGAAAGGCCTGACGCAAGCTCTCGCCAAAGGCGAGCGCAAGCGAGAGG 
 
 
 CGAGCCTCGCGTTTTACTGCGTGTTGCAATGCAACAAAATGCATTTCATGCTGCGTTGCG  3360 
 GCTCGGAGCGCAAAATGACGCACAACGTTACGTTGTTTTACGTAAAGTACGACGCAACGC 
     
 GCAAGAAAGATTGCAGTTTTCCATGCAAAAAATGCAATCAAGTGCATGCAAACGTGCCTG  3420 
 CGTTCTTTCTAACGTCAAAAGGTACGTTTTTTACGTTAGTTCACGTACGTTTGCACGGAC 
     
 ACATTTGACTTAGATCAACATCGCCTGCACTGCAGTGCGTAACATGCGACATCATGCATT  3480 
 TGTAAACTGAATCTAGTTGTAGCGGACGTGACGTCACGCATTGTACGCTGTAGTACGTAA 
   
   
 AACGGCAAAATAATGCAGCAAAGGCGGACTCAGGGACGGGATCCGCAACACATCAGAGGA  3540 
 TTGCCGTTTTATTACGTCGTTTCCGCCTGAGTCCCTGCCCTAGGCGTTGTGTAGTCTCCT 
 
 
 GATAGTTCGATGAGCGATGGTTTGTTCGACCAGTTCAAGACCTGGTACGAGAAGCGCCAC  3600 
 CTATCAAGCTACTCGCTACCAAACAAGCTGGTCAAGTTCTGGACCATGCTCTTCGCGGTG 
            
           M  S  D  G  L  F  D  Q  F  K  T  W  Y  E  K  R  H     17 
    
 GATTATGCACGCGACTGGAAGGTGCGGACAGGTGGCCAGGTTGTTGCAACGATGTGTACC  3660 
 CTAATACGTGCGCTGACCTTCCACGCCTGTCCACCGGTCCAACAACGTTGCTACACATGG 
   
  D  Y  A  R  D  W  K  V  R  T  G  G  Q  V  V  A  T  M  C  T     37 
    
 TACACGCCGGAAGAGCTGCTGATCGCGGCCGGCATGCTGCCGGTGCGCGTCCTCGGTGCG  3720 
 ATGTGCGGCCTTCTCGACGACTAGCGCCGGCCGTACGACGGCCACGCGCAGGAGCCACGC 
  Y  T  P  E  E  L  L  I  A  A  G  M  L  P  V  R  V  L  G  A     57 
     
 CACGAGCCGCAAAACGTGACCGAGCCGCACATCTTCGGCATGTTCTGCCCGTTCTGCCGC  3780 
 GTGCTCGGCGTTTTGCACTGGCTCGGCGTGTAGAAGCCGTACAAGACGGGCAAGACGGCG 
  H  E  P  Q  N  V  T  E  P  H  I  F  G  M  F  C  P  F  C  R     77 
    
 GACTCGCTCGCACAGGGCCTGCTGGGCCGCTTCGACTACGCGGAAGGCGTCACGCTGACC  3840 
 CTGAGCGAGCGTGTCCCGGACGACCCGGCGAAGCTGATGCGCCTTCCGCAGTGCGACTGG 
  D  S  L  A  Q  G  L  L  G  R  F  D  Y  A  E  G  V  T  L  T     97  
    
 CAGTCGTGTATCCAGTATCGCCAGACCTTCGGTTCGTGGCGCCTGCACGTCCCCACCGTG  3900 
 GTCAGCACATAGGTCATAGCGGTCTGGAAGCCAAGCACCGCGGACGTGCAGGGGTGGCAC 
  Q  S  C  I  Q  Y  R  Q  T  F  G  S  W  R  L  H  V  P  T  V    117  
    
 AAGTGGGACTACTACGTGCCGATGCCCAACGAAGTCCAGTCGCCGCATGCCCGCAAGGCT  3960 
 TTCACCCTGATGATGCACGGCTACGGGTTGCTTCAGGTCAGCGGCGTACGGGCGTTCCGA 
  K  W  D  Y  Y  V  P  M  P  N  E  V  Q  S  P  H  A  R  K  A    137 
    
 CATTACGAGGAAGTGCAGGCCTTCCGCGTGTTCCTGCAGACGCTGACCGGCAAGGAAATC  4020 
 GTAATGCTCCTTCACGTCCGGAAGGCGCACAAGGACGTCTGCGACTGGCCGTTCCTTTAG 
  H  Y  E  E  V  Q  A  F  R  V  F  L  Q  T  L  T  G  K  E  I    157 
    
 ACCGACGCGATGCTGAGCGATGCGCTCGCCGTGTGCGACGAGAACCGCCGCCTGCTGCGC  4080 
 TGGCTGCGCTACGACTCGCTACGCGAGCGGCACACGCTGCTCTTGGCGGCGGACGACGCG 
  T  D  A  M  L  S  D  A  L  A  V  C  D  E  N  R  R  L  L  R    177 
    
 GAGCTGTATGAATACCGCAAGGCAGCCGACCCGAAGGTGACCGGCGTCGAAGCGCTGTAC  4140 
 CTCGACATACTTATGGCGTTCCGTCGGCTGGGCTTCCACTGGCCGCAGCTTCGCGACATG 
  E  L  Y  E  Y  R  K  A  A  D  P  K  V  T  G  V  E  A  L  Y    197 
    
 GCATCGCTGACTGCGCAGTTCATCGACAAGCGCGAGCACAACGAGATGCTGAAGAAGACT  4200 
 CGTAGCGACTGACGCGTCAAGTAGCTGTTCGCGCTCGTGTTGCTCTACGACTTCTTCTGA 
   
  A  S  L  T  A  Q  F  I  D  K  R  E  H  N  E  M  L  K  K  T    217 
    
 CTCGCTGCGCTGCCGAACCGCAAGGTCGAGCGCAAGACGGGCGCGCGCTTCATGACTATC  4260 
 GAGCGACGCGACGGCTTGGCGTTCCAGCTCGCGTTCTGCCCGCGCGCGAAGTACTGATAG 
  L  A  A  L  P  N  R  K  V  E  R  K  T  G  A  R  F  M  T  I    237 
 
 GGTTCCGAGAACGACGACATCGCGTTCATGGGCATGGTGGAGTCGGTCGGTGCGACCATC  4320 
 CCAAGGCTCTTGCTGCTGTAGCGCAAGTACCCGTACCACCTCAGCCAGCCACGCTGGTAG 
  G  S  E  N  D  D  I  A  F  M  G  M  V  E  S  V  G  A  T  I    257 
    
 GTCATCGATGACCAGTGCTCCGGCAGCCGTTACTTCTGGAATGCATCGAAGCCGGAGGGT  4380 
 CAGTAGCTACTGGTCACGAGGCCGTCGGCAATGAAGACCTTACGTAGCTTCGGCCTCCCA 
  V  I  D  D  Q  C  S  G  S  R  Y  F  W  N  A  S  K  P  E  G    277 
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 GATGTCATCAAGGCGATCGCCGAGCGCTACTGCGATCGTCCGGCCTGTCCGACCAAGGAT  4440 
 CTACAGTAGTTCCGCTAGCGGCTCGCGATGACGCTAGCAGGCCGGACAGGCTGGTTCCTA 
  D  V  I  K  A  I  A  E  R  Y  C  D  R  P  A  C  P  T  K  D    297  
    
 TATCCGGCCCACACCCGCTTCGATCACGTTCTTGGCATGGCCAAGGAATACAACGTCGAA  4500 
 ATAGGCCGGGTGTGGGCGAAGCTAGTGCAAGAACCGTACCGGTTCCTTATGTTGCAGCTT 
  Y  P  A  H  T  R  F  D  H  V  L  G  M  A  K  E  Y  N  V  E    317  
 
 GGCGCGATCTTCCTGCAGCAGAAGTTCTGCGATCCGCACGAGGGCGATTACCCGGATCTG  4560 
 CCGCGCTAGAAGGACGTCGTCTTCAAGACGCTAGGCGTGCTCCCGCTAATGGGCCTAGAC 
  G  A  I  F  L  Q  Q  K  F  C  D  P  H  E  G  D  Y  P  D  L    337 
    
 AAGCGTCATCTCGAAGAAAACGGCATTCCGACGTTGTTCCTCGAGTTCGACATCACGAAC  4620 
 TTCGCAGTAGAGCTTCTTTTGCCGTAAGGCTGCAACAAGGAGCTCAAGCTGTAGTGCTTG 
  K  R  H  L  E  E  N  G  I  P  T  L  F  L  E  F  D  I  T  N    357  
    
 CCGATCGGCCCCTTCCGCATCCGCATCGAGGCATTCCTCGAGACGCTGAGCGAAGAAGAA  4680 
 GGCTAGCCGGGGAAGGCGTAGGCGTAGCTCCGTAAGGAGCTCTGCGACTCGCTTCTTCTT 
  P  I  G  P  F  R  I  R  I  E  A  F  L  E  T  L  S  E  E  E    377 
    
 CTGTTCTGAACCGAGACTGCGGAGCTAACGATGAACGCAATGGCAAACAAGTATCCGACC  4740 
 GACAAGACTTGGCTCTGACGCCTCGATTGCTACTTGCGTTACCGTTTGTTCATAGGCTGG 
  L  F  *                       M  N  A  M  A  N  K  Y  P  T     10 
    
 GAGCAGCTGAAGCTCTGGGGCAAGGCGAAGGAACTGCGCGAGCAGTACTACATGAACTAC  4800 
 CTCGTCGACTTCGAGACCCCGTTCCGCTTCCTTGACGCGCTCGTCATGATGTACTTGATG 
  E  Q  L  K  L  W  G  K  A  K  E  L  R  E  Q  Y  Y  M  N  Y     30  
    
 GCGCGGGCGAAGGAGAAGGGCGGCATCCGCTGGTCCGGCTCGGCGTGGGCGCTCGACGCC  4860 
 CGCGCCCGCTTCCTCTTCCCGCCGTAGGCGACCAGGCCGAGCCGCACCCGCGAGCTGCGG 
  A  R  A  K  E  K  G  G  I  R  W  S  G  S  A  W  A  L  D  A     50 
        
 ATTCCCGCCGGTCTCGGTGAGGACGTCTATTCGCTGACCGGCGAGCCTTATGCCGCCGCC  4920 
 TAAGGGCGGCCAGAGCCACTCCTGCAGATAAGCGACTGGCCGCTCGGAATACGGCGGCGG 
  I  P  A  G  L  G  E  D  V  Y  S  L  T  G  E  P  Y  A  A  A     70 
    
 GTCGCCCACGACCGCAAGTTCGCGAAGGAGTGCATGGACGCGGCCGAAGCCTACGGTTTC  4980 
 CAGCGGGTGCTGGCGTTCAAGCGCTTCCTCACGTACCTGCGCCGGCTTCGGATGCCAAAG 
  V  A  H  D  R  K  F  A  K  E  C  M  D  A  A  E  A  Y  G  F     90 
    
 GCCCGTGACCTGTGCTCGTACATGCGGATCTACTGGGGTGGCATGCACCTGAACAAGTAC  5040 
 CGGGCACTGGACACGAGCATGTACGCCTAGATGACCCCACCGTACGTGGACTTGTTCATG 
  A  R  D  L  C  S  Y  M  R  I  Y  W  G  G  M  H  L  N  K  Y    110  
    
 GCCTTCGGCGGCGAGTTCCCGAAGCCCGACTTCGTGTTCCAGACGCAGATCTGCTGCTCG  5100 
 CGGAAGCCGCCGCTCAAGGGCTTCGGGCTGAAGCACAAGGTCTGCGTCTAGACGACGAGC 
  A  F  G  G  E  F  P  K  P  D  F  V  F  Q  T  Q  I  C  C  S    130  
    
 CACTCCAAGTGGTACCAGCACGTCGCGAAGGAAGAGAAGATCCCCGAGTTCTACCTCGAC  5160 
 GTGAGGTTCACCATGGTCGTGCAGCGCTTCCTTCTCTTCTAGGGGCTCAAGATGGAGCTG 
  H  S  K  W  Y  Q  H  V  A  K  E  E  K  I  P  E  F  Y  L  D    150 
    
 GTCGGCGTCGGTCCTTACAGGGACATGACGGACGCCCGCCTCGACTACGTCGCCAACCAG  5220 
 CAGCCGCAGCCAGGAATGTCCCTGTACTGCCTGCGGGCGGAGCTGATGCAGCGGTTGGTC 
  V  G  V  G  P  Y  R  D  M  T  D  A  R  L  D  Y  V  A  N  Q    170 
    
 CTGCACGACGGCATCGCGTTCGTCGAGAAGGCCAGCGGCCGCAAGTTCGATGACGAGCTG  5280 
 GACGTGCTGCCGTAGCGCAAGCAGCTCTTCCGGTCGCCGGCGTTCAAGCTACTGCTCGAC 
  L  H  D  G  I  A  F  V  E  K  A  S  G  R  K  F  D  D  E  L    190 
    
 TTCATCAAGGCGGTGAAGAACGAGATGCGTTCGACCTCCCGCTGGGCGGACATCTGCGCG  5340 
 AAGTAGTTCCGCCACTTCTTGCTCTACGCAAGCTGGAGGGCGACCCGCCTGTAGACGCGC 
  F  I  K  A  V  K  N  E  M  R  S  T  S  R  W  A  D  I  C  A    210 
    
 CTGAACAAGGTGAAGCCCGCGCCGCTCGACGAGAAGACGATGTATTCGCTGTACGTGCTC  5400 
 GACTTGTTCCACTTCGGGCGCGGCGAGCTGCTCTTCTGCTACATAAGCGACATGCACGAG 
  L  N  K  V  K  P  A  P  L  D  E  K  T  M  Y  S  L  Y  V  L    230 
    
 TGCACGCTGTCGAAGTCGTCGCAGTGGTGCGCGGACTTCATGGACGAGCTGTACGAGGAA  5460 
 ACGTGCGACAGCTTCAGCAGCGTCACCACGCGCCTGAAGTACCTGCTCGACATGCTCCTT 
   
  C  T  L  S  K  S  S  Q  W  C  A  D  F  M  D  E  L  Y  E  E    250 
    
 GTGAAGGACCGCGTCGCCCGCGGCATCGCCGCGGTGCCGAACGAGGCGATCCGCCTGATG  5520 
 CACTTCCTGGCGCAGCGGGCGCCGTAGCGGCGCCACGGCTTGCTCCGCTAGGCGGACTAC 
  V  K  D  R  V  A  R  G  I  A  A  V  P  N  E  A  I  R  L  M    270  
   
 ACGGATACGCAGCCGCCCTGGTCCTTCCTGAAAATCTTCCGCTACCTCGAGACCTACGGT  5580 
 TGCCTATGCGTCGGCGGGACCAGGAAGGACTTTTAGAAGGCGATGGAGCTCTGGATGCCA 
  T  D  T  Q  P  P  W  S  F  L  K  I  F  R  Y  L  E  T  Y  G    290 
    
 GCGGTGTCGATCGGCTCGCTCTACACCTTCGCGTTGGAAGGTATCTGGGAAGACAAGCCG  5640 
 CGCCACAGCTAGCCGAGCGAGATGTGGAAGCGCAACCTTCCATAGACCCTTCTGTTCGGC 
  A  V  S  I  G  S  L  Y  T  F  A  L  E  G  I  W  E  D  K  P    310 
 
 GACGGTTCCTGGGGTGGTCGCACCCTGCCGTGGGACAAGGGTATCGAAATCAACGACCGC  5700 
 CTGCCAAGGACCCCACCAGCGTGGGACGGCACCCTGTTCCCATAGCTTTAGTTGCTGGCG 
  D  G  S  W  G  G  R  T  L  P  W  D  K  G  I  E  I  N  D  R    330  
  
 GATACCGCAGTCCGCCTGTATGCCGACTGGAACCTGTCGAAGCCGCAATGGCAGCACTTC  5760 
 CTATGGCGTCAGGCGGACATACGGCTGACCTTGGACAGCTTCGGCGTTACCGTCGTGAAG 
  D  T  A  V  R  L  Y  A  D  W  N  L  S  K  P  Q  W  Q  H  F    350 
    
 TACGATCCGACCATCAAGAGCGACATGATGCTGCGCATCATCAAGGAATGGCAGGTCGAT  5820 
 ATGCTAGGCTGGTAGTTCTCGCTGTACTACGACGCGTAGTAGTTCCTTACCGTCCAGCTA 
     Y  D  P  T  I  K  S  D  M  M  L  R  I  I  K  E  W  Q  V  D    370 
 
 GGCGTGATGCTGCACTTGAACCGCGGTTGCGAAGGTCTGTCGGTCGGCATCATGGAAAAC  5880 
 CCGCACTACGACGTGAACTTGGCGCCAACGCTTCCAGACAGCCAGCCGTAGTACCTTTTG 
  G  V  M  L  H  L  N  R  G  C  E  G  L  S  V  G  I  M  E  N    390 
BzdO 
Eco R3
PI 2 
PI 2
ScaI 
KpnI 
NotI 
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 CGCCTCGCGATCGCGAAATCGGGTACTCCGGTGATGACGTTCGAAGGAAACATGGGCGAC  5940 
 GCGGAGCGCTAGCGCTTTAGCCCATGAGGCCACTACTGCAAGCTTCCTTTGTACCCGCTG 
  R  L  A  I  A  K  S  G  T  P  V  M  T  F  E  G  N  M  G  D    410 
    
 GAGCGCGAGTTCGACGAAGTGCGTACTCAGGCACGGGTCGACGCCTTCATGGAACAGCTT  6000 
 CTCGCGCTCAAGCTGCTTCACGCATGAGTCCGTGCCCAGCTGCGGAAGTACCTTGTCGAA 
  E  R  E  F  D  E  V  R  T  Q  A  R  V  D  A  F  M  E  Q  L    430 
    
 GGCGTGCGCCGTCAGGCCGCCTGATCTGAAACAGAGCGAAGAGGAGACGAGAATGATTAC  6060 
 CCGCACGCGGCAGTCCGGCGGACTAGACTTTGTCTCGCTTCTCCTCTGCTCTTACTAATG 
  G  V  R  R  Q  A  A  *                              M  I  T     3 
     
 CGCTGGAATCGATATGGGCTCCCGCAGCGTCAAGGTGGTGCTGCTGGAACAAATCAAGGT  6120 
 GCGACCTTAGCTATACCCGAGGGCGTCGCAGTTCCACCACGACGACCTTGTTTAGTTCCA 
   A  G  I  D  M  G  S  R  S  V  K  V  V  L  L  E  Q  I  K  V    23 
     
 GGAAGGGGCCAAGGAGCCGAGCTTCGCTGTGAAGAAGGCGCATCTGATGATGCCGGGTGA  6180 
 CCTTCCCCGGTTCCTCGGCTCGAAGCGACACTTCTTCCGCGTAGACTACTACGGCCCACT 
   E  G  A  K  E  P  S  F  A  V  K  K  A  H  L  M  M  P  G  D    43 
     
 TCTCGACGCCGACCAGGCTGCCGAGGCCGCCTTCGACGCTGCACTCGCCGAGGCAGGCGT  6240 
 AGAGCTGCGGCTGGTCCGACGGCTCCGGCGGAAGCTGCGACGTGAGCGGCTCCGTCCGCA 
   L  D  A  D  Q  A  A  E  A  A  F  D  A  A  L  A  E  A  G  V    63 
     
 GAGCCGTGACCAAGTGAAGTCGATCTTCGCCACCGGCGCCGGCCGCGGCCAGGTCGCCTT  6300 
 CTCGGCACTGGTTCACTTCAGCTAGAAGCGGTGGCCGCGGCCGGCGCCGGTCCAGCGGAA 
   S  R  D  Q  V  K  S  I  F  A  T  G  A  G  R  G  Q  V  A  F    83 
     
 CGCGAACGAAGGCGTCACCGAGATGACTGCCGGGGCGCGTGGTGCGGTGTTCATGTATCC  6360 
 GCGCTTGCTTCCGCAGTGGCTCTACTGACGGCCCCGCGCACCACGCCACAAGTACATAGG 
   A  N  E  G  V  T  E  M  T  A  G  A  R  G  A  V  F  M  Y  P   103 
     
 GCAGGCCCGCACCGTGGTGGACGTCGGTGCCGAGGAAGGTCGCGGTATCAAGACGGATCC  6420 
 CGTCCGGGCGTGGCACCACCTGCAGCCACGGCTCCTTCCAGCGCCATAGTTCTGCCTAGG 
   Q  A  R  T  V  V  D  V  G  A  E  E  G  R  G  I  K  T  D  P   123 
     
 GGCCGGCAAGGCGATCGACTTCGCTGGCAACGAGAAGTGCGCCGCTGGCGCCGGCTCCTT  6480 
 CCGGCCGTTCCGCTAGCTGAAGCGACCGTTGCTCTTCACGCGGCGACCGCGGCCGAGGAA 
   A  G  K  A  I  D  F  A  G  N  E  K  C  A  A  G  A  G  S  F   143  
     
 CGCCGAGGCGATGAGCCGCGCGCTGCAGCTGTCGCTCAAGGAATTCGGCGAAGCCAGCCT  6540 
  
 GCGGCTCCGCTACTCGGCGCGCGACGTCGACAGCGAGTTCCTTAAGCCGCTTCGGTCGGA 
   A  E  A  M  S  R  A  L  Q  L  S  L  K  E  F  G  E  A  S  L   163 
     
 GCGCTCCGACAAGAGCATCCCGATGAACGCGCAATGCACGGTGTTCGCGGAGTCGGAAGT  6600 
 CGCGAGGCTGTTCTCGTAGGGCTACTTGCGCGTTACGTGCCACAAGCGCCTCAGCCTTCA 
   R  S  D  K  S  I  P  M  N  A  Q  C  T  V  F  A  E  S  E  V   183  
     
 GGTGTCGCTGATCCACTCCTCGACGCCGAAGGAAGACATCGCCAAGGCGGTGCTCGACGC  6660 
 CCACAGCGACTAGGTGAGGAGCTGCGGCTTCCTTCTGTAGCGGTTCCGCCACGAGCTGCG 
   V  S  L  I  H  S  S  T  P  K  E  D  I  A  K  A  V  L  D  A   203 
 
 GGTGGCAAGCCGGGTGTGCGCGATGGTGCGCCGTGTGGGTATCGAAGGCAACGTCGTGCT  6720 
 CCACCGTTCGGCCCACACGCGCTACCACGCGGCACACCCATAGCTTCCGTTGCAGCACGA 
   V  A  S  R  V  C  A  M  V  R  R  V  G  I  E  G  N  V  V  L   223 
     
 GATCGGCGGTATGGGGCACAACCCCGGTTTCGTCCAGTCGCTGAAGAGCGCGATGGACGT  6780 
 CTAGCCGCCATACCCCGTGTTGGGGCCAAAGCAGGTCAGCGACTTCTCGCGCTACCTGCA 
   I  G  G  M  G  H  N  P  G  F  V  Q  S  L  K  S  A  M  D  V   243  
     
 TGATCAGGTGCTGCTGCCGGAAATGCCGGAATTCGTCAGCGCCATCGGCTGCGCGCTGAT  6840 
 ACTAGTCCACGACGACGGCCTTTACGGCCTTAAGCAGTCGCGGTAGCCGACGCGCGACTA 
   D  Q  V  L  L  P  E  M  P  E  F  V  S  A  I  G  C  A  L  I   263 
     
 TGCGGCCGAACGCCAGCACTGAACCGATACGCGAAACGACACGGATAAAGGAGCGATCAA  6900 
 ACGCCGGCTTGCGGTCGTGACTTGGCTATGCGCTTTGCTGTGCCTATTTCCTCGCTAGTT 
   A  A  E  R  Q  H  *                                          269   
     
 ATGAATGCAGAAGTTGCTGCCGCCACCGCCGCCCCCGAGAAGAAGGAATTCTGGCGCTGG  6960 
 TACTTACGTCTTCAACGACGGCGGTGGCGGCGGGGGCTCTTCTTCCTTAAGACCGCGACC 
  M  N  A  E  V  A  A  A  T  A  A  P  E  K  K  E  F  W  R  W     20 
    
  
 CAGGAAAACACCTGGTTCGACGAGACGAAGAACTGGAAGGACGCCAAGATCATCACCTGC  7020 
 GTCCTTTTGTGGACCAAGCTGCTCTGCTTCTTGACCTTCCTGCGGTTCTAGTAGTGGACG 
     Q  E  N  T  W  F  D  E  T  K  N  W  K  D  A  K  I  I  T  C     40 
 
 GGTATCGACGTCGGCTCGGTGTCCTCGCAGGCGGTGCTGGTCTGTGACGGCGAGCTGTAT  7080 
 CCATAGCTGCAGCCGAGCCACAGGAGCGTCCGCCACGACCAGACACTGCCGCTCGACATA 
  G  I  D  V  G  S  V  S  S  Q  A  V  L  V  C  D  G  E  L  Y     60  
    
 GGCTACAACAGCATGCGCACCGGCAATAACTCGCCGGACTCGGCCAAGAACGCCCTGCAG  7140 
 CCGATGTTGTCGTACGCGTGGCCGTTATTGAGCGGCCTGAGCCGGTTCTTGCGGGACGTC 
  G  Y  N  S  M  R  T  G  N  N  S  P  D  S  A  K  N  A  L  Q     80 
 
 GGCATCATGGACAAGATCGGCATGAAGCTCGAGGACATCAACTATGTCGTCGGCACCGGC  7200 
 CCGTAGTACCTGTTCTAGCCGTACTTCGAGCTCCTGTAGTTGATACAGCAGCCGTGGCCG 
  G  I  M  D  K  I  G  M  K  L  E  D  I  N  Y  V  V  G  T  G    100 
 
 TACGGCCGGGTGAACGTGCCCTTCGCCCACAAGGCGATCACCGAGATCGCGTGCCATGCC  7260 
 ATGCCGGCCCACTTGCACGGGAAGCGGGTGTTCCGCTAGTGGCTCTAGCGCACGGTACGG 
  Y  G  R  V  N  V  P  F  A  H  K  A  I  T  E  I  A  C  H  A    120 
    
 CGCGGCGCCAACTACATGGGCGGCAACAAGGTGCGCACCATCCTCGACATGGGCGGCCAG  7320 
 GCGCCGCGGTTGATGTACCCGCCGTTGTTCCACGCGTGGTAGGAGCTGTACCCGCCGGTC 
  R  G  A  N  Y  M  G  G  N  K  V  R  T  I  L  D  M  G  G  Q    140 
 
 GACTGCAAGGCCATCCACTGCGACGAGAAGGGCAAGGTCACGAACTTCCTGATGAACGAC  7380 
 CTGACGTTCCGGTAGGTGACGCTGCTCTTCCCGTTCCAGTGCTTGAAGGACTACTTGCTG 
     D  C  K  A  I  H  C  D  E  K  G  K  V  T  N  F  L  M  N  D    160 
BamHI 
BzdP 
bzd P 5´ 
Eco R 5 
bzd P 3´ 
EcoRI 
Eco R 6 
BzdQ 
bcr 5´ 
EcoRI 
EcoRI 
 
     
 AAGTGCGCAGCCGGTACCGGCCGCGGCATGGAAGTCATCTCCGACCTGATGCAGATCCCC  7440 
 TTCACGCGTCGGCCATGGCCGGCGCCGTACCTTCAGTAGAGGCTGGACTACGTCTAGGGG 
  K  C  A  A  G  T  G  R  G  M  E  V  I  S  D  L  M  Q  I  P    180 
    
 ATCGCCGAACTGGGCCCGCGCTCGTTCGACGTGGAAACCGAACCGGAAGCGGTGTCGTCA  7500 
  
 TAGCGGCTTGACCCGGGCGCGAGCAAGCTGCACCTTTGGCTTGGCCTTCGCCACAGCAGT  
  I  A  E  L  G  P  R  S  F  D  V  E  T  E  P  E  A  V  S  S    200 
     
 ATCTGCGTCGTGTTCGCGAAGTCCGAAGCGCTGGGTCTGCTGAAGGCCGGCTACACGAAG  7560 
 TAGACGCAGCACAAGCGCTTCAGGCTTCGCGACCCAGACGACTTCCGGCCGATGTGCTTC 
  I  C  V  V  F  A  K  S  E  A  L  G  L  L  K  A  G  Y  T  K    220 
    
 AACATGGTTATCGCCGCTTACTGCCAGGCGATGGCCGAGCGCGTCGTGAGCCTGCTGGAG  7620 
 TTGTACCAATAGCGGCGAATGACGGTCCGCTACCGGCTCGCGCAGCACTCGGACGACCTC 
  N  M  V  I  A  A  Y  C  Q  A  M  A  E  R  V  V  S  L  L  E    240 
    
 CGGATCGGTGTCGAGGAAGGCTTCTTCATCACCGGCGGCATCGCGAAGAACCCGGGCGTC  7680 
  
 GCCTAGCCACAGCTCCTTCCGAAGAAGTAGTGGCCGCCGTAGCGCTTCTTGGGCCCGCAG 
  R  I  G  V  E  E  G  F  F  I  T  G  G  I  A  K  N  P  G  V    260 
     
 GTGAAGCGGATCGAGCGGCTGCTGGGCATCAAGCAAGTCGAGACCAAGATCGACAGCCAG  7740 
  
 CACTTCGCCTAGCTCGCCGACGACCCGTAGTTCGTTCAGCTCTGGTTCTAGCTGTCGGTC 
  V  K  R  I  E  R  L  L  G  I  K  Q  V  E  T  K  I  D  S  Q    280 
     
 ATCGCCGGCGCGCTGGGCGCGGCGCTGTTCGGCTACACGCTGATGCAGAAGCAGGCCGCC  7800 
 TAGCGGCCGCGCGACCCGCGCCGCGACAAGCCGATGTGCGACTACGTCTTCGTCCGGCGG 
  I  A  G  A  L  G  A  A  L  F  G  Y  T  L  M  Q  K  Q  A  A    300 
    
 AAGTAATCGGCGCAAGGCCTCTCCCTCCCCTTCAAGGGGAGGGTTGGGGTGGGGATGGGT  7860 
 TTCATTAGCCGCGTTCCGGAGAGGGAGGGGAAGTTCCCCTCCCAACCCCACCCCTACCCA 
  K  *                                                          301   
     
 TATTCGGCGGATGCGAGACCCATCCCCATCCTGTCCTTCCCCTTGAAGGGGAAGGGACCT  7920 
  
 ATAAGCCGCCTACGCTCTGGGTAGGGGTAGGACAGGAAGGGGAACTTCCCCTTCCCTGGA 
  
  
 ACTAAGTGCCCGAGGAGGGAAAAAATGATCGCGAACTACGGATACAAGGACGGCTCCGGC  7980 
  
 TGATTCACGGGCTCCTCCCTTTTTTACTAGCGCTTGATGCCTATGTTCCTGCCGAGGCCG 
                          M  I  A  N  Y  G  Y  K  D  G  S  G     12 
     
 GAGTATTACATCAGCATCGATACGGACAAGTGCATCGACTGTGCCGCGGATCGGGCTTGC  8040 
  
 CTCATAATGTAGTCGTAGCTATGCCTGTTCACGTAGCTGACACGGCGCCTAGCCCGAACG 
  E  Y  Y  I  S  I  D  T  D  K  C  I  D  C  A  A  D  R  A  C     32 
    
 CTGACCGCGTGCCCCAAGAACATGTTCGAAATCATCACCGACGACTATGACGACGAAGTG  8100 
 GACTGGCGCACGGGGTTCTTGTACAAGCTTTAGTAGTGGCTGCTGATACTGCTGCTTCAC 
  L  T  A  C  P  K  N  M  F  E  I  I  T  D  D  Y  D  D  E  V     52 
  
 GCGTGGGTGAAGAAGGAGTGCACGCGCGCGCTGGCCTACGACTGCGCAGGGTGCAAGCCC  8160 
 CGCACCCACTTCTTCCTCACGTGCGCGCGCGACCGGATGCTGACGCGTCCCACGTTCGGG 
  A  W  V  K  K  E  C  T  R  A  L  A  Y  D  C  A  G  C  K  P     72 
    
 GCGGGCGGCTACACCAGCCTGCCCTGTACCACCGCCTGTACGCCGGGCGCGATCAAGCAT  8220 
 CGCCCGCCGATGTGGTCGGACGGGACATGGTGGCGGACATGCGGCCCGCGCTAGTTCGTA 
  A  G  G  Y  T  S  L  P  C  T  T  A  C  T  P  G  A  I  K  H     92 
     
 TCCTGGTAAGGAGAAGAGCATGTTCCCGGCGATGACGGAGGGTTCCGCAATGAGCACGAA  8280 
 AGGACCATTCCTCTTCTCGTACAAGGGCCGCTACTGCCTCCCAAGGCGTTACTCGTGCTT 
  S  W  *            M  F  P  A  M  T  E  G  S  A  M  S  T  K    14 
 
 GAAGACGATCCCGATCAAGCTGGCGTCCGCCGTACGCGAAGAGGACGTCGAGGAGCGCCT  8340 
 CTTCTGCTAGGGCTAGTTCGACCGCAGGCGGCATGCGCTTCTCCTGCAGCTCCTCGCGGA 
   K  T  I  P  I  K  L  A  S  A  V  R  E  E  D  V  E  E  R  L    34 
     
 GTTGCGGGAAGGCTGGAAGCGCCTGACGACGATTGGCGAACCGCGCCTGTCGGAGATCGC  8400 
 CAACGCCCTTCCGACCTTCGCGGACTGCTGCTAACCGCTTGGCGCGGACAGCCTCTAGCG 
   L  R  E  G  W  K  R  L  T  T  I  G  E  P  R  L  S  E  I  A    54 
 
 CGAAGCGTATCGGGGCATGGGTTTCGAGGTGCACGTCGAGAGCTACAAGACGGAAGGTGA  8460 
 GCTTCGCATAGCCCCGTACCCAAAGCTCCACGTGCAGCTCTCGATGTTCTGCCTTCCACT 
   E  A  Y  R  G  M  G  F  E  V  H  V  E  S  Y  K  T  E  G  D    74 
  
 CGGCTGTACGACCTGCCTCGATACCGACCAGGAAATGGGGAAAGTGATCGGCACGGTGTA  8520 
 GCCGACATGCTGGACGGAGCTATGGCTGGTCCTTTACCCCTTTCACTAGCCGTGCCACAT 
   G  C  T  T  C  L  D  T  D  Q  E  M  G  K  V  I  G  T  V  Y    94 
  
 CACGCGCCGCTCGACGAAGTCCCAGCAGGAAGACGAACTGTTCTGAGAGGCGGTGACGCG  8580 
 GTGCGCGGCGAGCTGCTTCAGGGTCGTCCTTCTGCTTGACAAGACTCTCCGCCACTGCGC 
   T  R  R  S  T  K  S  Q  Q  E  D  E  L  F  *                  108 
 
 AACAGAAGCGGAACTGCCAACCAAAGGAGATAGGTAAATGTCTGACCAGAAGCGTGTGAT  8640 
 TTGTCTTCGCCTTGACGGTTGGTTTCCTCTATCCATTTACAGACTGGTCTTCGCACACTA 
                                       M  S  D  Q  K  R  V  M     8  
    
 GCGGGTGCTGAAGAAGGAAGACCTGAATGCGATCGTCGAGATCGACGCAGCAGGTTCAAA  8700 
 CGCCCACGACTTCTTCCTTCTGGACTTACGCTAGCAGCTCTAGCTGCGTCGTCCAAGTTT 
   R  V  L  K  K  E  D  L  N  A  I  V  E  I  D  A  A  G  S  K    28 
     
 GCAGAACCGTCGCGACTACTACGAGCGCAAGCTCGATGCGATCCTGAACCCGAAGCACAA  8760 
 CGTCTTGGCAGCGCTGATGATGCTCGCGTTCGAGCTACGCTAGGACTTGGGCTTCGTGTT 
   Q  N  R  R  D  Y  Y  E  R  K  L  D  A  I  L  N  P  K  H  N    48 
 
 TATCAATTCCTCGCTGGTGTGCGAGATCGACGGCAAGATCGCCGGTTTCGTGATGGGCGA  8820 
 ATAGTTAAGGAGCGACCACACGCTCTAGCTGCCGTTCTAGCGGCCAAAGCACTACCCGCT 
   I  N  S  S  L  V  C  E  I  D  G  K  I  A  G  F  V  M  G  D    68 
 
  
  
 
Eco R7
KpnI
BzdS 
Bzd T 
3 PBM
BzdM
3 PBM BglII bzd QM 3´ 
bzd QM 3´ 
Q 3 II 
5 PBM KpnI 
EcoR7 
bcr 3´ 
bcr 3´ 
bzd QM 5´ 
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 CACGATTTTCTCGTCCTGTGAGCTGCGCAAGGTCTCCGACTACATCGGCATCCCGAACAC 10320 
 GTGCTAAAAGAGCAGGACACTCGACGCGTTCCAGAGGCTGATGTAGCCGTAGGGCTTGTG 
   T  I  F  S  S  C  E  L  R  K  V  S  D  Y  I  G  I  P  N  T   175 
     
 CACCCCGCCGTACAAGCCCGCGCAGCTTCCGATCATCAAGGACGAGCCGTTCTTCGATCG 10380 
 GTGGGGCGGCATGTTCGGGCGCGTCGAAGGCTAGTAGTTCCTGCTCGGCAAGAAGCTAGC 
   T  P  P  Y  K  P  A  Q  L  P  I  I  K  D  E  P  F  F  D  R   195 
  
 CGACTACAACCTCTGTATCGACTGCCGCCGCTGCCTCGTCGCCTGTAACGACGTACGCGG 10440 
 GCTGATGTTGGAGACATAGCTGACGGCGGCGACGGAGCAGCGGACATTGCTGCATGCGCC 
   D  Y  N  L  C  I  D  C  R  R  C  L  V  A  C  N  D  V  R  G   215 
  
 CGTGGGCTGTCTCGAGGTGAAGGAAGTCGAGACGCCGCAGGGCAAGCGCACCTACGTCGG 10500 
 GCACCCGACAGAGCTCCACTTCCTTCAGCTCTGCGGCGTCCCGTTCGCGTGGATGCAGCC 
   V  G  C  L  E  V  K  E  V  E  T  P  Q  G  K  R  T  Y  V  G   235 
  
 CACGATTGCGCCGACGCTGCTCGAATCCGGCTGTACCTTCTGCCAGGCCTGTGTGACCGT 10560 
 GTGCTAACGCGGCTGCGACGAGCTTAGGCCGACATGGAAGACGGTCCGGACACACTGGCA 
   T  I  A  P  T  L  L  E  S  G  C  T  F  C  Q  A  C  V  T  V   255  
     
 GTGCCCGACCGGCGCGCTGATGGACCGCACGCTCGACCCCGCGAAGCGCGAGGAGTCGAT 10620 
  
 CACGGGCTGGCCGCGCGACTACCTGGCGTGCGAGCTGGGGCGCTTCGCGCTCCTCAGCTA 
   C  P  T  G  A  L  M  D  R  T  L  D  P  A  K  R  E  E  S  M   275 
 
 GGTGCCGTGCAAGAGCGCCTGCCCGGCGGGGATCGACGTGCCGCGTTACGTGCAGCTCGC 10680 
 CCACGGCACGTTCTCGCGGACGGGCCGCCCCTAGCTGCACGGCGCAATGCACGTCGAGCG 
   V  P  C  K  S  A  C  P  A  G  I  D  V  P  R  Y  V  Q  L  A   295 
  
 CGCAGAGGGCAAGTACGGCGAGGCGATCGCCGTGGTGCGCGAGCGGCTCCCGTTCCCGGG 10740 
 GCGTCTCCCGTTCATGCCGCTCCGCTAGCGGCACCACGCGCTCGCCGAGGGCAAGGGCCC 
   A  E  G  K  Y  G  E  A  I  A  V  V  R  E  R  L  P  F  P  G   315 
     
 TATTCTCGGCCGCGCCTGTTTTGCAATGTGCGAGTCGGCCTGCCGGCGCAAGGATCTCGA 10800 
 ATAAGAGCCGGCGCGGACAAAACGTTACACGCTCAGCCGGACGGCCGCGTTCCTAGAGCT 
   I  L  G  R  A  C  F  A  M  C  E  S  A  C  R  R  K  D  L  D   335 
  
 CGACCCGCTGTCGATCCGCAATCTCAAGCGGATTGCTGCCGATAACGACACGGGCCTGTG 10860 
 GCTGGGCGACAGCTAGGCGTTAGAGTTCGCCTAACGACGGCTATTGCTGTGCCCGGACAC 
   D  P  L  S  I  R  N  L  K  R  I  A  A  D  N  D  T  G  L  W   355 
  GCGCGAGCATGCTAAGAAGCTGCCGGCGACGGGCAAGAAGGCTGCGGTGATCGGCGCCGG 10920 
 CGCGCTCGTACGATTCTTCGACGGCCGCTGCCCGTTCTTCCGACGCCACTAGCCGCGGCC 
   R  E  H  A  K  K  L  P  A  T  G  K  K  A  A  V  I  G  A  G   375 
  
 TCCGGCCGGCCTGACGGTGGCGTACTACCTCGCCAAGCAGGGCCACGGCGTGACCATCTT 10980 
 AGGCCGGCCGGACTGCCACCGCATGATGGAGCGGTTCGTCCCGGTGCCGCACTGGTAGAA 
   P  A  G  L  T  V  A  Y  Y  L  A  K  Q  G  H  G  V  T  I  F   395  
     
 CGATGCGCAGCCGGCCGCGGGCGGCATGGCGCGCTACGGTATCCCGTCCTACCGCGTTCC 11040 
  
 GCTACGCGTCGGCCGGCGCCCGCCGTACCGCGCGATGCCATAGGGCAGGATGGCGCAAGG 
   D  A  Q  P  A  A  G  G  M  A  R  Y  G  I  P  S  Y  R  V  P   415  
     
 GGCCGAAGTCATCGACAACGAGGTCGCGGAGGTTTCTGCTCTGGGCGTCGAGTTCCGCTA 11100 
 CCGGCTTCAGTAGCTGTTGCTCCAGCGCCTCCAAAGACGAGACCCGCAGCTCAAGGCGAT 
   A  E  V  I  D  N  E  V  A  E  V  S  A  L  G  V  E  F  R  Y   435 
  
 CGGTGCCAAGGTCGAGAGTGTCGATACGCTCTTCAACGATGGCTACGGCGCGGTGTTTGT 11160 
 GCCACGGTTCCAGCTCTCACAGCTATGCGAGAAGTTGCTACCGATGCCGCGCCACAAACA 
   G  A  K  V  E  S  V  D  T  L  F  N  D  G  Y  G  A  V  F  V   455 
 
 CGGCATCGGCGCGCAGGGCGGCGACAATCTGGGTATCCCCGGCGACGATCTGCCCGGCGT 11220 
 GCCGTAGCCGCGCGTCCCGCCGCTGTTAGACCCATAGGGGCCGCTGCTAGACGGGCCGCA 
   G  I  G  A  Q  G  G  D  N  L  G  I  P  G  D  D  L  P  G  V   475 
 
 GGTCGATAGCCCGACCTACCTCAAGGCCGTGACGATGGGCCTCGTGAATACCCCCGAGGG 11280 
 CCAGCTATCGGGCTGGATGGAGTTCCGGCACTGCTACCCGGAGCACTTATGGGGGCTCCC 
   V  D  S  P  T  Y  L  K  A  V  T  M  G  L  V  N  T  P  E  G   495 
 
 CATCCAGACCGGCAGGAAGGTGGCCGTGATCGGCGGCGGCAACGTCGCGACCGACAACGC 11340 
 GTAGGTCTGGCCGTCCTTCCACCGGCACTAGCCGCCGCCGTTGCAGCGCTGGCTGTTGCG 
   I  Q  T  G  R  K  V  A  V  I  G  G  G  N  V  A  T  D  N  A   515  
     
 ACGCAGCTCGCGCCGCTTCGGCGCCGAGGTCGACATGGTGTATCGCCGCACCCGCGAGGA 11400 
 TGCGTCGAGCGCGGCGAAGCCGCGGCTCCAGCTGTACCACATAGCGGCGTGGGCGCTCCT 
   R  S  S  R  R  F  G  A  E  V  D  M  V  Y  R  R  T  R  E  E   535  
 
 GATGCCGGCACGCCTGGAGGAGTTCGAGGGCTGCGTGGAGGAGGGCGTGAATATCCGCTA 11460 
 CTACGGCCGTGCGGACCTCCTCAAGCTCCCGACGCACCTCCTCCCGCACTTATAGGCGAT 
   M  P  A  R  L  E  E  F  E  G  C  V  E  E  G  V  N  I  R  Y   555 
 
 CTTGCTCGCGCCGAAGAAGATCGAGCCGGGCACCAACGGTTTCCGGCTGCAGATCACCTA 11520 
 GAACGAGCGCGGCTTCTTCTAGCTCGGCCCGTGGTTGCCAAAGGCCGACGTCTAGTGGAT 
   L  L  A  P  K  K  I  E  P  G  T  N  G  F  R  L  Q  I  T  Y   575  
  
 CGCGAAGATGGCGCTCGGCGAGGCCGACGCGTCCGGGCGCCGCCGCCCGGTCGAGACCGG 11580 
 GCGCTTCTACCGCGAGCCGCTCCGGCTGCGCAGGCCCGCGGCGGCGGGCCAGCTCTGGCC 
   A  K  M  A  L  G  E  A  D  A  S  G  R  R  R  P  V  E  T  G   595  
 
 CGAGGAAGTCGTCGAGGGGGTCGATCTGGTGATCGCCGCGATCGGCCAGTTCCCGAACCG 11640 
  
 GCTCCTTCAGCAGCTCCCCCAGCTAGACCACTAGCGGCGCTAGCCGGTCAAGGGCTTGGC 
   E  E  V  V  E  G  V  D  L  V  I  A  A  I  G  Q  F  P  N  R   615 
     
 TTTCGGAGGTTTCGGCGTGGAGACGGATCGCAAGGGCCGCATCACGGTGCGCGAGGATTC 11700 
  
 AAAGCCTCCAAAGCCGCACCTCTGCCTAGCGTTCCCGGCGTAGTGCCACGCGCTCCTAAG 
   F  G  G  F  G  V  E  T  D  R  K  G  R  I  T  V  R  E  D  S   635 
 
 
 
EcoR 12 
EcoR 13 
EcoR 11 
bzd V2-3´ 
EcoR 12 
bzdV4-11 
EcoR 13 
bzd V3-3´ 
bzd V3-3´ 
     
     
 CATCTATTTCGGCGAGTTCGGCATTCCGGATTCGACCGCGACCATCGACACGATCGGCGT  8880 
 GTAGATAAAGCCGCTCAAGCCGTAAGGCCTAAGCTGGCGCTGGTAGCTGTGCTAGCCGCA 
   I  Y  F  G  E  F  G  I  P  D  S  T  A  T  I  D  T  I  G  V    88 
     
 CGATCCGCGCTTCCAGAACCGCGGCGTGGCGAGCGAGCTGCTGGACCAGTTCATGATGAA  8940 
 GCTAGGCGCGAAGGTCTTGGCGCCGCACCGCTCGCTCGACGACCTGGTCAAGTACTACTT 
   D  P  R  F  Q  N  R  G  V  A  S  E  L  L  D  Q  F  M  M  N   108 
 
 CATGAAGGCGGCGGGCGTGGTGAAGGTTTATACGCTGGTGAACTGGGACGACTTCGCGCT  9000 
 GTACTTCCGCCGCCCGCACCACTTCCAAATATGCGACCACTTGACCCTGCTGAAGCGCGA 
   M  K  A  A  G  V  V  K  V  Y  T  L  V  N  W  D  D  F  A  L   128 
  
 GGAGAAATTCTTCTCCCGCCAGCGCTTCTCGCCGTCCAAGCGCATCAACCTCGAATACAC  9060 
 CCTCTTTAAGAAGAGGGCGGTCGCGAAGAGCGGCAGGTTCGCGTAGTTGGAGCTTATGTG 
   E  K  F  F  S  R  Q  R  F  S  P  S  K  R  I  N  L  E  Y  T   148  
     
 CGTTTCCTGAGCGGCCAGGCCGGCGCGCGGAGTCCGTCCCATGTGGATCGATTGCCATTG  9120 
 GCAAAGGACTCGCCGGTCCGGCCGCGCGCCTCAGGCAGGGTACACCTAGCTAACGGTAAC 
   V  S  *                                M  W  I  D  C  H  C     7 
  
 CCACACCAAGTATTCCTACGACAACTGGCTCGAGCCGGTGGATCTGATCCGCCGCGCGAA  9180 
 GGTGTGGTTCATAAGGATGCTGTTGACCGAGCTCGGCCACCTAGACTAGGCGGCGCGCTT 
   H  T  K  Y  S  Y  D  N  W  L  E  P  V  D  L  I  R  R  A  K    27 
  
 GGAGCTGGGGCTCGACGGAGTGTGCATCACCGAACACTACTCGTACGAAGCGTCGCTTCC  9240 
 CCTCGACCCCGAGCTGCCTCACACGTAGTGGCTTGTGATGAGCATGCTTCGCAGCGAAGG 
   E  L  G  L  D  G  V  C  I  T  E  H  Y  S  Y  E  A  S  L  P    47  
     
 TGTCGAACAGGTGGGGCGCGACGAGGGTTTTCTGGTGCTGCGGGGGGTGGAGATCGCAAC  9300 
 ACAGCTTGTCCACCCCGCGCTGCTCCCAAAAGACCACGACGCCCCCCACCTCTAGCGTTG 
   V  E  Q  V  G  R  D  E  G  F  L  V  L  R  G  V  E  I  A  T    67 
 
 CGATCGCGGGCACATGCTGGCATACGGTGTCGAGGATGACGGCTGGAACATCTGGGGGCG  9360 
  
 GCTAGCGCCCGTGTACGACCGTATGCCACAGCTCCTACTGCCGACCTTGTAGACCCCCGC 
   D  R  G  H  M  L  A  Y  G  V  E  D  D  G  W  N  I  W  G  R    87 
     
 CGACAACTACCTCCCGATGAACGACGTCATCGAGCACATCAACAGCATTGGCGGAATCTG  9420 
  
 GCTGTTGATGGAGGGCTACTTGCTGCAGTAGCTCGTGTAGTTGTCGTAACCGCCTTAGAC 
   D  N  Y  L  P  M  N  D  V  I  E  H  I  N  S  I  G  G  I  C   107 
 
 CGTGCCGGCCCATCCGTTCCGTGAGGTCGGCGCCAGTCTGCTGCACGGCCTGCTCGATCT  9480 
 GCACGGCCGGGTAGGCAAGGCACTCCAGCCGCGGTCAGACGACGTGCCGGACGAGCTAGA 
   V  P  A  H  P  F  R  E  V  G  A  S  L  L  H  G  L  L  D  L   127 
 
 CACCGGGATCGCCGCCGTGGAAACGCACAACGGCGGCAATTCCGACAGTGACAACGACCT  9540 
 GTGGCCCTAGCGGCGGCACCTTTGCGTGTTGCCGCCGTTAAGGCTGTCACTGTTGCTGGA 
   T  G  I  A  A  V  E  T  H  N  G  G  N  S  D  S  D  N  D  L   147 
 
 GGCAATCAGTGCCGCTCGCCACATGGCCCTGCCTGCGCTGGGCGGCAGCGATTGCCACAA  9600 
 CCGTTAGTCACGGCGAGCGGTGTACCGGGACGGACGCGACCCGCCGTCGCTAACGGTGTT 
   A  I  S  A  A  R  H  M  A  L  P  A  L  G  G  S  D  C  H  K   167 
     
 GACAATTGCCGTCGGACGGTGCGCGACGAAGTTCGCGCAGCCCGTCACCGACATGGCGAG  9660 
 CTGTTAACGGCAGCCTGCCACGCGCTGCTTCAAGCGCGTCGGGCAGTGGCTGTACCGCTC 
   T  I  A  V  G  R  C  A  T  K  F  A  Q  P  V  T  D  M  A  S   187 
  
 TTTCATTGCAGCGGTGCGTGCGGGCGCCTGCCAGGGGAGTTACTACCCCGGCTACGTGCA  9720 
 AAAGTAACGTCGCCACGCACGCCCGCGGACGGTCCCCTCAATGATGGGGCCGATGCACGT 
   F  I  A  A  V  R  A  G  A  C  Q  G  S  Y  Y  P  G  Y  V  Q   207 
     
 ACTGGCGCAGGCTGCATAAGAGCCGCTTTGACCGGGCACACGCGAAGCCCGGCGCAGAAT  9780 
 TGACCGCGTCCGACGTATTCTCGGCGAAACTGGCCCGTGTGCGCTTCGGGCCGCGTCTTA 
   L  A  Q  A  A  *                                             212 
 
 AGAGGACGAGAGAGACATGGAAGCCGTACAGACATCGGAAATCAGGTGGTGGAAGGCGAG  9840 
 TCTCCTGCTCTCTCTGTACCTTCGGCATGTCTGTAGCCTTTAGTCCACCACCTTCCGCTC 
                  M  E  A  V  Q  T  S  E  I  R  W  W  K  A  S    15 
     
 CAAGCCGGTCGGCATGGCCGAGTTCGGCGCGCCGGTAAAGCTGAGCATCGACGGCGTCGA  9900 
 GTTCGGCCAGCCGTACCGGCTCAAGCCGCGCGGCCATTTCGACTCGTAGCTGCCGCAGCT 
   K  P  V  G  M  A  E  F  G  A  P  V  K  L  S  I  D  G  V  E    35 
  
 GGTCGAGGCGCCGGCCGGTGCGTCGGTCCTGAATGCGGCGACTGCCGCGGGTCTCTACAT  9960 
 CCAGCTCCGCGGCCGGCCACGCAGCCAGGACTTACGCCGCTGACGGCGCCCAGAGATGTA 
   V  E  A  P  A  G  A  S  V  L  N  A  A  T  A  A  G  L  Y  I    55  
   TCCGGCGCTGTGCGCGCACCCCGATCTTCCTCCTGCCGGGCAGCGCGGCGCGGGTGAGGG 10020 
 AGGCCGCGACACGCGCGTGGGGCTAGAAGGAGGACGGCCCGTCGCGCCGCGCCCACTCCC 
   P  A  L  C  A  H  P  D  L  P  P  A  G  Q  R  G  A  G  E  G    75 
  
 CGGCTGCAACCTGTGCATGGTCGAGATCGAGGGCACGGACGGCCTTTCGAAGGCCTGTTC 10080 
  
 GCCGACGTTGGACACGTACCAGCTCTAGCTCCCGTGCCTGCCGGAAAGCTTCCGGACAAG 
   G  C  N  L  C  M  V  E  I  E  G  T  D  G  L  S  K  A  C  S    95 
     
 GACCACTGTCACGGCCGGCATGGTCGTGACGACCCAGTCGGCGGCGATCCAGACCGTGCG 10140 
  
 CTGGTGACAGTGCCGGCCGTACCAGCACTGCTGGGTCAGCCGCCGCTAGGTCTGGCACGC 
   T  T  V  T  A  G  M  V  V  T  T  Q  S  A  A  I  Q  T  V  R   115 
 
 CCAGGCCAACCTGGCGAAGGTCCTCGGTCCGCACCCGCATGTCTGCCTCACCTGTCCGCA 10200 
 GGTCCGGTTGGACCGCTTCCAGGAGCCAGGCGTGGGCGTACAGACGGAGTGGACAGGCGT 
   Q  A  N  L  A  K  V  L  G  P  H  P  H  V  C  L  T  C  P  Q   135 
  
 GCGCGACGGCTGTTCGCGCTCGCAGTGCTCCTACGGCAACCCGCAGGAAACGCGCTGCTG 10260 
 CGCGCTGCCGACAAGCGCGAGCGTCACGAGGATGCCGTTGGGCGTCCTTTGCGCGACGAC 
   R  D  G  C  S  R  S  Q  C  S  Y  G  N  P  Q  E  T  R  C  C   155 
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 GATGCTGACGAGCCGGCCCAAGGTGTATGCCGGCGGCGACTGCGTGCTCGGACCTTCGAC 11760 
 CTACGACTGCTCGGCCGGGTTCCACATACGGCCGCCGCTGACGCACGAGCCTGGAAGCTG 
   M L T  S  R  P  K  V  Y  A  G  G  D  C  V  L  G  P  S  T   655 
     
 GCTGATCGAATCGGTTGCCCAGGGCCGCACTGCGGCCTCCGCGATGGACATCGTGCTAGG 11820 
 CGACTAGCTTAGCCAACGGGTCCCGGCGTGACGCCGGAGGCGCTACCTGTAGCACGATCC 
   L I  E  S  V  A  Q  G  R  T  A  A  S  A  M  D  I  V  L  G   675 
 
 CGGCGACGGCGACATCTCCGAAGTGCTGCTGCGCAGCGGTTGGGAGACCAACCCGCGCAT 11880 
 GCCGCTGCCGCTGTAGAGGCTTCACGACGACGCGTCGCCAACCCTCTGGTTGGGCGCGTA 
   G D  G  D  I  S  E  V  L  L  R  S  G  W  E  T  N  P  R  I   695 
 
 CGGCCGCAAGGACGGCTTCAACACGACGCGCAAGTTCCACCCGATCATGCTGGCGCCGGA 11940 
 GCCGGCGTTCCTGCCGAAGTTGTGCTGCGCGTTCAAGGTGGGCTAGTACGACCGCGGCCT 
   G R  K  D  G  F  N  T  T  R  K  F  H  P  I  M  L  A  P  E   715 
     
 GCAGCGCACCGGCTGGGACGAGGTGGAGCTCGGCTTCGACGATGCGACGGCCCGTGCCGA 12000 
 CGTCGCGTGGCCGACCCTGCTCCACCTCGAGCCGAAGCTGCTACGCTGCCGGGCACGGCT 
   Q R  T  G  W  D  E  V  E  L  G  F  D  D  A  T  A  R  A  E   735 
     
 AGCGGCCCGCTGCTTCAAGTGCAACCTCGCGCCGAAGATTGCCGAAGCGATCCTGCCGCC 12060 
 TCGCCGGGCGACGAAGTTCACGTTGGAGCGCGGCTTCTAACGGCTTCGCTAGGACGGCGG 
   A A  R  C  F  K  C  N  L  A  P  K  I  A  E  A  I  L  P  P   755  
     
 CGAGTCCTCGCTGAAGTTCGACGAGGCGACGATCGCATCCGTGCCAACCGAGTCGGGCGT 12120 
 GCTCAGGAGCGACTTCAAGCTGCTCCGCTGCTAGCGTAGGCACGGTTGGCTCAGCCCGCA 
   E S  S  L  K  F  D  E  A  T  I  A  S  V  P  T  E  S  G  V   775  
     
 GTTCCAACTGCTCGATGGCGACAAGAACGTGCTGATGATCAAGGGCGTCGAGAATCTGCG 12180 
 CAAGGTTGACGAGCTACCGCTGTTCTTGCACGACTACTAGTTCCCGCAGCTCTTAGACGC 
   F Q  L  L  D  G  D  K  N  V  L  M  I  K  G  V  E  N  L  R   795 
 
 CGACGGGCTCATGGAACAGCTCGAACGTGGCGGCGACGCGACTAACTTCGTGTTCGAGGA 12240 
 GCTGCCCGAGTACCTTGTCGAGCTTGCACCGCCGCTGCGCTGATTGAAGCACAAGCTCCT 
   D G  L  M  E  Q  L  E  R  G  G  D  A  T  N  F  V  F  E  E   815 
 
 AGCGGCGCTCTTCACCTCGCGTGAAAGCCAGATGATCCAGGCTTACCTGCAGCAGTACGG 12300 
 TCGCCGCGAGAAGTGGAGCGCACTTTCGGTCTACTAGGTCCGAATGGACGTCGTCATGCC 
   A A  L  F  T  S  R  E  S  Q  M  I  Q  A  Y  L  Q  Q  Y  G   835 
     
 AAAGATGCCGGGCGGCGGGTCCGACGAGCTGGACGACCTGTTCTGAGGACTACGTCATGG 12360 
 TTTCTACGGCCCGCCGCCCAGGCTGCTCGACCTGCTGGACAAGACTCCTGATGCAGTACC 
   K M  P  G  G  G  S  D  E  L  D  D  L  F  *                  849 
     
 GACAGGTGATCGATTTCTGGTCGGCGGAGGAGATCCGCCCGTCCATCAAGCCCGAGGCCA 12420 
 CTGTCCACTAGCTAAAGACCAGCCGCCTCCTCTAGGCGGGCAGGTAGTTCGGGCTCCGGT 
     
 AGTGCCGGTGCACGAACTGCGGCGCGGACCTGTGGCACATCCGCTGCGACGGCGAAGTGT 12480 
 TCACGGCCACGTGCTTGACGCCGCGCCTGGACACCGTGTAGGCGACGCTGCCGCTTCACA 
     
 GCTGTGCGGACTGCGACGCGGTTTGTCCCTACCGGCTGCAGATGAAGAACGAAAACTGAA 12540 
 CGACACGCCTGACGCTGCGCCAAACAGGGATGGCCGACGTCTACTTCTTGCTTTTGACTT 
 
 ACGCCCGAAGACGCGCACAGCGAACGAGAACCAGGGGAGACACCATGAGTAAAGCGCAAT 12600 
  
 TGCGGGCTTCTGCGCGTGTCGCTTGCTCTTGGTCCCCTCTGTGGTACTCATTTCGCGTTA 
                                             M  S  K  A  Q       5 
       
  
 TCCAGTTCATCACCTACGGCGTGGCCGACGGCCTCGCAACGCTGACGATCAACCGTCCGC 12660 
 AGGTCAAGTAGTGGATGCCGCACCGGCTGCCGGAGCGTTGCGACTGCTAGTTGGCAGGCG 
 F  Q  F  I  T  Y  G  V  A  D  G  L  A  T  L  T  I  N  R  P      25 
      
 CGTTCAACGTCCTCGACATCCCGACGATGGAGGAGATGAACGTCGCCCTCGATCTGTGCC 12720 
  
 GCAAGTTGCAGGAGCTGTAGGGCTGCTACCTCCTCTACTTGCAGCGGGAGCTAGACACGG 
 P  F  N  V  L  D  I  P  T  M  E  E  M  N  V  A  L  D  L  C      45 
     
 AGGCCGATAACAGCGTGAAGCTGCTGATGATTACCGGGGCGGGCGAGAAGGCCTTCTCGG 12780 
  
TCCGGCTATTGTCGCACTTCGACGACTACTAATGGCCCCGCCCGCTCTTCCGGAAGAGCC 
 Q  A  D  N  S  V  K  L  L  M  I  T  G  A  G  E  K  A  F  S      65 
 
 CGGGCGTCGAAGTCGCGGACCACACGCCGGACAAGGTCGACCGCATGATCGAGGTCTTCC 12840 
 GCCCGCAGCTTCAGCGCCTGGTGTGCGGCCTGTTCCAGCTGGCGTACTAGCTCCAGAAGG 
 A  G  V  E  V  A  D  H  T  P  D  K  V  D  R  M  I  E  V  F      85 
  
 ACGGCATCTTCCGCCGCATGCAGCAGCTGCCGATTCCGACGCTGGCTGCGGTGAATGGCG 12900 
 TGCCGTAGAAGGCGGCGTACGTCGTCGACGGCTAAGGCTGCGACCGACGCCACTTACCGC 
 H  G  I  F  R  R  M  Q  Q  L  P  I  P  T  L  A  A  V  N  G     105  
      
 TGGCGCTGGGTGGCGGGATGGAAGTCGCGATCGCGTGCGACATGCTCGTCGCTGCCTCCA 12960 
 ACCGCGACCCACCGCCCTACCTTCAGCGCTAGCGCACGCTGTACGAGCAGCGACGGAGGT 
 V  A  L  G  G  G  M  E  V  A  I  A  C  D  M  L  V  A  A  S     125 
     
 ACGCGAAGTTCGGCCAGCCTGAGATCAAGCTCGCAGTGTTCCCGCCGATCGCCGCGGTGC 13020 
 TGCGCTTCAAGCCGGTCGGACTCTAGTTCGAGCGTCACAAGGGCGGCTAGCGGCGCCACG 
 N  A  K  F  G  Q  P  E  I  K  L  A  V  F  P  P  I  A  A  V     145 
 
 TGCTGCCGCGCCTGGTGCCGCCGGCCCGTGCGCTGGAGCTGCTGCTCGGCGGCGAGAACA 13080 
 ACGACGGCGCGGACCACGGCGGCCGGGCACGCGACCTCGACGACGAGCCGCCGCTCTTGT 
 L  L  P  R  L  V  P  P  A  R  A  L  E  L  L  L  G  G  E  N     165 
       
 TCGGCGCCGACGAGGCGAAGGCGATCGGGTTGGTGAATCGCGTGTTCGCCAAGGAGAGCT 13140 
 AGCCGCGGCTGCTCCGCTTCCGCTAGCCCAACCACTTAGCGCACAAGCGGTTCCTCTCGA 
 I  G  A  D  E  A  K  A  I  G  L  V  N  R  V  F  A  K  E  S     185 
  
 TCGCCGCCGACGTGCAGGCTTTCGTCGCCCCCTTCCTGGGCCTCAGCCGTGCGGCTCTCG 13200 
 AGCGGCGGCTGCACGTCCGAAAGCAGCGGGGGAAGGACCCGGAGTCGGCACGCCGAGAGC 
 F  A  A  D  V  Q  A  F  V  A  P  F  L  G  L  S  R  A  A  L     205 
RIVW-5´ 
EcoR 14 
bzd VW 5´ 
RIVW-5´KpnI 
RIVW-3´ 
EcoR 15 
bzd VW-3´ 
bzd W-3´ 
5 PBZDX 
5 PBZDX 
KpnI 
EcoR 16 
BzdW 
XbaI 
  
 CCAGCACCCGCAAGACGATCCGCGCCGTCGCCGACAAGCCCTTCGGTGCCGCGCTCGACA 13260 
 GGTCGTGGGCGTTCTGCTAGGCGCGGCAGCGGCTGTTCGGGAAGCCACGGCGCGAGCTGT 
 A  S  T  R  K  T  I  R  A  V  A  D  K  P  F  G  A  A  L  D     225 
         
 CTGCCGAGAACATCTACCTGAAGGAATTGATGAACACCGACGACGCGAAGGAAGGCCTCG 13320 
 GACGGCTCTTGTAGATGGACTTCCTTAACTACTTGTGGCTGCTGCGCTTCCTTCCGGAGC 
 T  A  E  N  I  Y  L  K  E  L  M  N  T  D  D  A  K  E  G  L     245 
     
 CGGCCTTCCTCGAGAAGCGCAAGCCGGTGTGGAAGAACACCTGATTTAGACGGTCCCTTC 13380 
 GCCGGAAGGAGCTCTTCGCGTTCGGCCACACCTTCTTGTGGACTAAATCTGCCAGGGAAG 
 A  A  F  L  E  K  R  K  P  V  W  K  N  T  *                    259 
        
 CCCTTCAAGGGGAAGGACAGGATGGGGATGGGTTCCAGAGGCAACGAACGCCTTAAACCC 13440 
 GGGAAGTTCCCCTTCCTGTCCTACCCCTACCCAAGGTCTCCGTTGCTTGCGGAATTTGGG 
     
 ATCCCCACCCCGGCCCTCCCCTTGAAGGGGAGGGAGAAAACCGTGGCGACTGAAGTGACA 13500 
 TAGGGGTGGGGCCGGGAGGGGAACTTCCCCTCCCTCTTTTGGCACCGCTGACTTCACTGT 
     
 ACCGAAAGCTAAAGGGAGACGAAGCGTGATTCCTGAATTCATCGATACCTGGCAGATGAC 13560 
  
 TGGCTTTCGATTTCCCTCTGCTTCGCACTAAGGACTTAAGTAGCTATGGACCGTCTACTG 
                           V  I  P  E  F  I  D  T  W  Q  M  T    12  
     
 CGAGCCGGGCAAGCTGCAGAAGACCCGCGTGCCGATGCCCGAGCTGCAGCCGGGCGACGT 13620 
  
 GCTCGGCCCGTTCGACGTCTTCTGGGCGCACGGCTACGGGCTCGACGTCGGCCCGCTGCA 
   E  P  G  K  L  Q  K  T  R  V  P  M  P  E  L  Q  P  G  D  V    32 
     
 GGTGGTGAAGATCGCCGGCTGCGGCGTGTGCCATACCGACCTGTCGTATTTCTACATGGG 13680 
 CCACCACTTCTAGCGGCCGACGCCGCACACGGTATGGCTGGACAGCATAAAGATGTACCC 
   V  V  K  I  A  G  C  G  V  C  H  T  D  L  S  Y  F  Y  M  G    52 
     
 CGTGCCGACGGTGCAGAAGCCCCCGCTGTCTCTGGGCCACGAGATCTCCGGCACAGTGAT 13740 
  
 GCACGGCTGCCACGTCTTCGGGGGCGACAGAGACCCGGTGCTCTAGAGGCCGTGTCACTA 
   V  P  T  V  Q  K  P  P  L  S  L  G  H  E  I  S  G  T  V  I    72 
     
 CGGCGGCGAAGCGTCGATGATCGGCAAGGAAGTGATCGTGCCGGCCGTGATTCCCTGCGG 13800 
 GCCGCCGCTTCGCAGCTACTAGCCGTTCCTTCACTAGCACGGCCGGCACTAAGGGACGCC 
   G  G  E  A  S  M  I  G  K  E  V  I  V  P  A  V  I  P  C  G    92 
     
 CGAGTGCGAGCTGTGCAAGACCGGCCGCGGCAACCGCTGCCTGTCGCAGAAGATGCCGGG 13860 
 GCTCACGCTCGACACGTTCTGGCCGGCGCCGTTGGCGACGGACAGCGTCTTCTACGGCCC 
   E  C  E  L  C  K  T  G  R  G  N  R  C  L  S  Q  K  M  P  G   112 
     
 CAATTCGATGGGCATCTACGGCGGGTACTCCAGCCACATCGTCGCGCAGTCGAAGTACCT 13920 
 GTTAAGCTACCCGTAGATGCCGCCCATGAGGTCGGTGTAGCAGCGCGTCAGCTTCATGGA   
   N  S  M  G  I  Y  G  G  Y  S  S  H  I  V  A  Q  S  K  Y  L   132  
 
 GTGCGTGGTCGAGAACCGCGGCAGCACGCCGCTGGAACACCTCGCCGTCGTCGCGGATGC 13980 
 CACGCACCAGCTCTTGGCGCCGTCGTGCGGCGACCTTGTGGAGCGGCAGCAGCGCCTACG  
   C  V  V  E  N  R  G  S  T  P  L  E  H  L  A  V  V  A  D  A   152 
     
 CGTGACCACGCCTTACCAGGCTGCGGTGCGCGCGGACCTGAAGAAGGACGATCTGGTGAT 14040 
 GCACTGGTGCGGAATGGTCCGACGCCACGCGCGCCTGGACTTCTTCCTGCTAGACCACTA 
   V  T  T  P  Y  Q  A  A  V  R  A  D  L  K  K  D  D  L  V  I   172 
     
 CGTCATCGGCGCGGCGGGCGGTGTCGGCAGCTTCATGGTGCAGACCGCCAAGGGCATGGG 14100 
 GCAGTAGCCGCGCCGCCCGCCACAGCCGTCGAAGTACCACGTCTGGCGGTTCCCGTACCC 
   V  I  G  A  A  G  G  V  G  S  F  M  V  Q  T  A  K  G  M  G   192 
     
 CGCGAAGGCCGTCATCGGCATCGACATCAATGAAGAAAAGCTGACGATGATGAAGGACTT 14160 
 GCGCTTCCGGCAGTAGCCGTAGCTGTAGTTACTTCTTTTCGACTGCTACTACTTCCTGAA 
   A  K  A  V  I  G  I  D  I  N  E  E  K  L  T  M  M  K  D  F   212 
 
 CGGTGCCGATTTCGTCATCAACCCGAAGGACAAGAGCGCGAAGGACGTGAAGGAGCTCTT 14220 
 GCCACGGCTAAAGCAGTAGTTGGGCTTCCTGTTCTCGCGCTTCCTGCACTTCCTCGAGAA 
   G  A  D  F  V  I  N  P  K  D  K  S  A  K  D  V  K  E  L  F   232 
     
 CAAGGGCTTCTGCAAGGAGCGCGGCCTGCCGTCGAACTACGGCTGGAAGATCTTCGAGGT 14280 
 GTTCCCGAAGACGTTCCTCGCGCCGGACGGCAGCTTGATGCCGACCTTCTAGAAGCTCCA 
   K  G  F  C  K  E  R  G  L  P  S  N  Y  G  W  K  I  F  E  V   252 
     
 CACTGGCAGCAAACCGGGCCAGGAGCTTGCGCTGTCGCTGCTGTCCTTCACCGGCAAGCT 14340 
 GTGACCGTCGTTTGGCCCGGTCCTCGAACGCGACAGCGACGACAGGAAGTGGCCGTTCGA 
   T  G  S  K  P  G  Q  E  L  A  L  S  L  L  S  F  T  G  K  L   272  
     
 GGTGATCGTCGGCTACGGCACGGCCGAAACCAACTACATGCTCTCGAAGCTGATGGCCTT 14400 
 CCACTAGCAGCCGATGCCGTGCCGGCTTTGGTTGATGTACGAGAGCTTCGACTACCGGAA 
   V  I  V  G  Y  G  T  A  E  T  N  Y  M  L  S  K  L  M  A  F   292 
     
 CGACGCCGAGATCATCGGCACCTGGGGCTGCCCGCCGGACCGCTATGCCGCTGTGCGCGA 14460 
 GCTGCGGCTCTAGTAGCCGTGGACCCCGACGGGCGGCCTGGCGATACGGCGACACGCGCT 
   D  A  E  I  I  G  T  W  G  C  P  P  D  R  Y  A  A  V  R  D   312  
     
 CATGTGCCTCGACGGCCGCATCAAGCTCGGCCCCTTCGTCGAAACCCGCCCGATGAGCCA 14520 
 GTACACGGAGCTGCCGGCGTAGTTCGAGCCGGGGAAGCAGCTTTGGGCGGGCTACTCGGT 
   M  C  L  D  G  R  I  K  L  G  P  F  V  E  T  R  P  M  S  Q   332  
     
 GATCGAACAGGTGTTCGACGAGGCGCACCACGGCAAGCTCAAGCGGCGCGTCATCCTGAC 14580 
 CTAGCTTGTCCACAAGCTGCTCCGCGTGGTGCCGTTCGAGTTCGCCGCGCAGTAGGACTG 
   I  E  Q  V  F  D  E  A  H  H  G  K  L  K  R  R  V  I  L  T   352 
     
 GCCCGATTTCTGATTACGCACACCACTGGATAAAACAGGAGACATCTCATGGCACTCGAT 14640 
 CGGGCTAAAGACTAATGCGTGTGGTGACCTATTTTGTCCTCTGTAGAGTACCGTGAGCTA 
   P  D  F  *                                     M  A  L  D      4 
        
  
 TGGCTGCGCCGCGACAACCACCTCAAGGACCACGCCCTCCTCGGCGAGGAGCATTTCGGC 14700 
 ACCGACGCGGCGCTGTTGGTGGAGTTCCTGGTGCGGGAGGAGCCGCTCCTCGTAAAGCCG 
  W  L  R  R  D  N  H  L  K  D  H  A  L  L  G  E  E  H  F  G     24 
 
WXII-5´ 
bzd WX-5´ 
3 PBZDX BglII 
BzdX 
bzd WX-3´ 
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 ACCGAAGCGCCTTCGGTGATCTTCGAGAAGCGCCCGGTTACCGATCCGCAGGGCAACCAG 14760 
 TGGCTTCGCGGAAGCCACTAGAAGCTCTTCGCGGGCCAATGGCTAGGCGTCCCGTTGGTC 
  T  E  A  P  S  V  I  F  E  K  R  P  V  T  D  P  Q  G  N  Q     44 
  
 GTTCCCGGCCTGTACGCCGCCTGGATCATCCTGAACAACCCGACGCAGTACAACTCCTAC 14820 
 CAAGGGCCGGACATGCGGCGGACCTAGTAGGACTTGTTGGGCTGCGTCATGTTGAGGATG 
  V  P  G  L  Y  A  A  W  I  I  L  N  N  P  T  Q  Y  N  S  Y     64 
  
 ACCACCGAGATGGTCAAGGCCGTCATCGCGGGCTTCCAGCGCGCGTCGTCGGACCGCTCA 14880 
 TGGTGGCTCTACCAGTTCCGGCAGTAGCGCCCGAAGGTCGCGCGCAGCAGCCTGGCGAGT 
  T  T  E  M  V  K  A  V  I  A  G  F  Q  R  A  S  S  D  R  S     84 
     
 GTCGTCGCCGCGGTGTTCACCGCTGTCGGCGACAAAGCCTTCTGCACTGGCGGCAATACC 14940 
 CAGCAGCGGCGCCACAAGTGGCGACAGCCGCTGTTTCGGAAGACGTGACCGCCGTTATGG 
  V  V  A  A  V  F  T  A  V  G  D  K  A  F  C  T  G  G  N  T    104 
 
 GCCGAGTATGCCGGCTACTACTCCAAGCGCCCGAACGAGTATGGCGAATACATGGACCTG 15000 
 CGGCTCATACGGCCGATGATGAGGTTCGCGGGCTTGCTCATACCGCTTATGTACCTGGAC 
  A  E  Y  A  G  Y  Y  S  K  R  P  N  E  Y  G  E  Y  M  D  L    124 
    
 TTCAATGCCATGGTCGACGGCATCCTGAACTGCAAGAAGCCGGTGATCTGCCGCGTGAAC 15060 
 AAGTTACGGTACCAGCTGCCGTAGGACTTGACGTTCTTCGGCCACTAGACGGCGCACTTG 
  F  N  A  M  V  D  G  I  L  N  C  K  K  P  V  I  C  R  V  N    144 
     
 GGCATGCGCGTCGGCGGCGGTCAGGAAATCGGCATGGCGACCGACCTGACGGTGACCTCC 15120 
 CCGTACGCGCAGCCGCCGCCAGTCCTTTAGCCGTACCGCTGGCTGGACTGCCACTGGAGG 
  G  M  R  V  G  G  G  Q  E  I  G  M  A  T  D  L  T  V  T  S    164 
  
 GACATGGCGGTGTTCGGCCAGGCCGGCCCGAAGCACGGCAGCGCGCCGGACGGCGGCTCG 15180 
  
 CTGTACCGCCACAAGCCGGTCCGGCCGGGCTTCGTGCCGTCGCGCGGCCTGCCGCCGAGC 
  D  M  A  V  F  G  Q  A  G  P  K  H  G  S  A  P  D  G  G  S    184 
     
 ACCGACTTCCTGCCGTGGATGCTGAACATGGAAGATGCCATGTACAACTGCATCTCGTGC 15240 
 TGGCTGAAGGACGGCACCTACGACTTGTACCTTCTACGGTACATGTTGACGTAGAGCACG 
  T  D  F  L  P  W  M  L  N  M  E  D  A  M  Y  N  C  I  S  C    204 
  
 GAGCCGTGGAGCGCGTACAAGATGAAGGCGAAGAACCTCGTCACCAAGGTCGTGCCGGTG 15300 
 CTCGGCACCTCGCGCATGTTCTACTTCCGCTTCTTGGAGCAGTGGTTCCAGCACGGCCAC 
  E  P  W  S  A  Y  K  M  K  A  K  N  L  V  T  K  V  V  P  V    224 
 
 CTGAAGAAGGACGGCCAGTGGGTTCGCAACCCGCTCGTCCGCACCGACTCCTACGTCGAT 15360 
 GACTTCTTCCTGCCGGTCACCCAAGCGTTGGGCGAGCAGGCGTGGCTGAGGATGCAGCTA 
  L  K  K  D  G  Q  W  V  R  N  P  L  V  R  T  D  S  Y  V  D    244 
  
 GACGGCGAGCTGGTGTACGGCGAACCCGTCTCCCCGGAGCAGGCGAAGGCGGCGAAGGAG 15420 
 CTGCCGCTCGACCACATGCCGCTTGGGCAGAGGGGCCTCGTCCGCTTCCGCCGCTTCCTC 
  D  G  E  L  V  Y  G  E  P  V  S  P  E  Q  A  K  A  A  K  E    264 
  
 CTGATCGGGCAATGCACGACGGACTTCGCGAAGCTCGACGAAGCGGTCAATGCCCTGGTG 15480 
 GACTAGCCCGTTACGTGCTGCCTGAAGCGCTTCGAGCTGCTTCGCCAGTTACGGGACCAC 
  L  I  G  Q  C  T  T  D  F  A  K  L  D  E  A  V  N  A  L  V    284 
  
 TGGAAGTTCACCAACCTGTTCCCGCACTGCCTCGTGAAGACGATCGAGGGCATCCGCGGC 15540 
 ACCTTCAAGTGGTTGGACAAGGGCGTGACGGAGCACTTCTGCTAGCTCCCGTAGGCGCCG 
  W  K  F  T  N  L  F  P  H  C  L  V  K  T  I  E  G  I  R  G    304 
      
 AAGAAGAAGTTCTTCTGGGATCAGCTCAAGGTCGCGAACCGCCATTGGCTGGCTGCGAAC 15600 
 TTCTTCTTCAAGAAGACCCTAGTCGAGTTCCAGCGCTTGGCGGTAACCGACCGACGCTTG 
  K  K  K  F  F  W  D  Q  L  K  V  A  N  R  H  W  L  A  A  N    324 
  
 ATGAACCATGAGGCCTACCTGGGCTTCACGGCGTTCGACAGCAAGAAGCAGACCGGCAAG 15660 
 TACTTGGTACTCCGGATGGACCCGAAGTGCCGCAAGCTGTCGTTCTTCGTCTGGCCGTTC 
  M  N  H  E  A  Y  L  G  F  T  A  F  D  S  K  K  Q  T  G  K    344 
     
 GACGTCATCGACTTCATCAAGTACCGTCAGTTGATTGCCGAAGGCGCGATGTTCGATGAG 15720 
 CTGCAGTAGCTGAAGTAGTTCATGGCAGTCAACTAACGGCTTCCGCGCTACAAGCTACTC 
  D  V  I  D  F  I  K  Y  R  Q  L  I  A  E  G  A  M  F  D  E    364 
    
 GACTTCGCCGAGCAGGTCCTGGGCAAGCCGAAGGCCTGACGCCTCGGTGCATACAGTTTC 15780 
 CTGAAGCGGCTCGTCCAGGACCCGTTCGGCTTCCGGACTGCGGAGCCACGTATGTCAAAG 
  D  F  A  E  Q  V  L  G  K  P  K  A  *                         376 
 
 ATAAGGTCTCTCCCTTCCCGGGGTGGTGGACGCGGCGTTGGCCGTTATCCTTCCACCCCG 15840 
 TATTCCAGAGAGGGAAGGGCCCCACCACCTGCGCCGCAACCGGCAATAGGAAGGTGGGGC 
     
 GCCTTTTCTGAAACGGGGGAGCACTTGCAGTTCACCGGCGGTGCATCTGCCGCCATGCGG 15900 
 CGGAAAAGACTTTGCCCCCTCGTGAACGTCAAGTGGCCGCCACGTAGACGGCGGTACGCC 
     
 TTAAAGGGGACTTGCATGCAGTTGAAGGACAGGGTCGCAATCGTGACCGGAGCGGGGCAG 15960 
  
 AATTTCCCCTGAACGTACGTCAACTTCCTGTCCCAGCGTTAGCACTGGCCTCGCCCCGTC 
                M  Q  L  K  D  R  V  A  I  V  T  G  A  G  Q     15 
 
 GGCATCGGCGCGGCGGTCGCGAAAGCCTATGGGCGCGAGGGCGCGAAGGTCGCAGTCATC 16020 
  
 CCGTAGCCGCGCCGCCAGCGCTTTCGGATACCCGCGCTCCCGCGCTTCCAGCGTCAGTAG 
  G  I  G  A  A  V  A  K  A  Y  G  R  E  G  A  K  V  A  V  I     35 
    
 GACCTGGATCTCGCCGCCGCCAACCGGATCGCGGAACAGATCGTCGAAGCGGGTGGTCAG 16080 
 CTGGACCTAGAGCGGCGGCGGTTGGCCTAGCGCCTTGTCTAGCAGCTTCGCCCACCAGTC 
  D  L  D  L  A  A  A  N  R  I  A  E  Q  I  V  E  A  G  G  Q     55 
    
  
 GCTCTCGGCGTGGCCTGCGATGTCGCGAATCGCGAGCAGGTCGAAGCAATGGCCGCCAAG 16140 
 CGAGAGCCGCACCGGACGCTACAGCGCTTAGCGCTCGTCCAGCTTCGTTACCGGCGGTTC   
  A  L  G  V  A  C  D  V  A  N  R  E  Q  V  E  A  M  A  A  K     75 
 
 GTCACTGCTGAATGGGGTCGCATTGACATCCTCGTCAATAACGCCGGCATCACGCGCACG 16200 
 CAGTGACGACTTACCCCAGCGTAACTGTAGGAGCAGTTATTGCGGCCGTAGTGCGCGTGC 
  V  T  A  E  W  G  R  I  D  I  L  V  N  N  A  G  I  T  R  T     95 
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bzdZ 15´ 
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   Y3´ 
 GCGATGCTCAACAAGATGACGTCGGATCAGTGGAACCAGGTGCTCGGCGTGCATCTGACG 16260 
 CGCTACGAGTTGTTCTACTGCAGCCTAGTCACCTTGGTCCACGAGCCGCACGTAGACTGC 
  A  M  L  N  K  M  T  S  D  Q  W  N  Q  V  L  G  V  H  L  T    115  
    
 GGCGCGTTCAACTGCCTGCAGGCAGTAGTCGGCGGGATGATCGAGCGCCAGTACGGCCGC 16320 
 CCGCGCAAGTTGACGGACGTCCGTCATCAGCCGCCCTACTAGCTCGCGGTCATGCCGGCG 
  G  A  F  N  C  L  Q  A  V  V  G  G  M  I  E  R  Q  Y  G  R    135 
    
 ATCATCTACGTGACCTCCACCGCCGGCGTGCTCGGCACGATCGGGCAGATCAACTACAGC 16380 
  
 TAGTAGATGCACTGGAGGTGGCGGCCGCACGAGCCGTGCTAGCCCGTCTAGTTGATGTCG 
  I  I  Y  V  T  S  T  A  G  V  L  G  T  I  G  Q  I  N  Y  S    155 
    
 GCGGCCAAGGCCGGCGTGCTCGGCATGACCAAGAGCACCGCGAAGGAGCTCGCGCGCTAC 16440 
 CGCCGGTTCCGGCCGCACGAGCCGTACTGGTTCTCGTGGCGCTTCCTCGAGCGCGCGATG 
  A  A  K  A  G  V  L  G  M  T  K  S  T  A  K  E  L  A  R  Y    175 
    
 AACATCACCGCGAATGCGATCGCACCGGGGGCGGCCACGCCGATGACCGAGACGATCCGC 16500 
 TTGTAGTGGCGCTTACGCTAGCGTGGCCCCCGCCGGTGCGGCTACTGGCTCTGCTAGGCG 
  N  I  T  A  N  A  I  A  P  G  A  A  T  P  M  T  E  T  I  R    195 
     
 ACCGACGAGCGCTTCAAGGAAAAGTACCTCGACCGGATTCCGCTCGGGCGCTGGGCCGAG 16560 
 TGGCTGCTCGCGAAGTTCCTTTTCATGGAGCTGGCCTAAGGCGAGCCCGCGACCCGGCTC 
  T  D  E  R  F  K  E  K  Y  L  D  R  I  P  L  G  R  W  A  E    215 
    
 CCGGAGGAGATCACGCCCGTGTTCGTGTTCTTCGCATCCGACTCGTCGAGCTATGTCACG 16620 
 GGCCTCCTCTAGTGCGGGCACAAGCACAAGAAGCGTAGGCTGAGCAGCTCGATACAGTGC 
  P  E  E  I  T  P  V  F  V  F  F  A  S  D  S  S  S  Y  V  T    235 
    
 GGACAGATTCTGGCGGCCGATGGCGGAATGACGATTCACTGAAAATCCGCAGCGCCACGC 16680 
 CCTGTCTAAGACCGCCGGCTACCGCCTTACTGCTAAGTGACTTTTAGGCGTCGCGGTGCG 
  G  Q  I  L  A  A  D  G  G  M  T  I  H  *                      248 
  
 CAGCAAGAATCATAAGGAGAGGAGGAGCAAATGGCAGAACTCAGCGTCGCGGATCAAAGT 16740 
 GTCGTTCTTAGTATTCCTCTCCTCCTCGTTTACCGTCTTGAGTCGCAGCGCCTAGTTTCA 
                                M  A  E  L  S  V  A  D  Q  S     10 
    
 GTCAGCCCTCCGCGCATCACCATACCGCGCGAGTACAACGCGGCGCACGACCTGATCGAG 16800 
 CAGTCGGGAGGCGCGTAGTGGTATGGCGCGCTCATGTTGCGCCGCGTGCTGGACTAGCTC 
  V  S  P  P  R  I  T  I  P  R  E  Y  N  A  A  H  D  L  I  E     30 
    
 CGCAACCTGCGCGCCGGGCGCGGCAGCAAGACTGCAGTAATCGACCACGCGGGAAGCTAT 16860 
 GCGTTGGACGCGCGGCCCGCGCCGTCGTTCTGACGTCATTAGCTGGTGCGCCCTTCGATA 
  R  N  L  R  A  G  R  G  S  K  T  A  V  I  D  H  A  G  S  Y     50 
    
 ACCTACGCGCAGCTCGCCGAACGGGTCGACCGCTTCGCGCATGCCCTGGGCGAACTGGGC 16920 
 TGGATGCGCGTCGAGCGGCTTGCCCAGCTGGCGAAGCGCGTACGGGACCCGCTTGACCCG 
  T  Y  A  Q  L  A  E  R  V  D  R  F  A  H  A  L  G  E  L  G     70 
    
 ATCCGCATGGAAGAGCGGGTGCTGCTGTGCTTGACTGATACCGTTGATTTCCCCACGGCC 16980 
 TAGGCGTACCTTCTCGCCCACGACGACACGAACTGACTATGGCAACTAAAGGGGTGCCGG 
  I  R  M  E  E  R  V  L  L  C  L  T  D  T  V  D  F  P  T  A     90 
    
 TTTCTCGGCTGCATCAAGGCCGGCGTCGTGCCGATTCCCGTCAATACGCTTCTGACGGCA 17040 
 AAAGAGCCGACGTAGTTCCGGCCGCAGCACGGCTAAGGGCAGTTATGCGAAGACTGCCGT 
  F  L  G  C  I  K  A  G  V  V  P  I  P  V  N  T  L  L  T  A    110 
    
 TCCGATTACACCTACATGCTGCGCGACAGCCGTGCGCGCGGCCTGGTCGTCTCGTCGGTC 17100 
 AGGCTAATGTGGATGTACGACGCGCTGTCGGCACGCGCGCCGGACCAGCAGAGCAGCCAG 
  S  D  Y  T  Y  M  L  R  D  S  R  A  R  G  L  V  V  S  S  V    130 
 
 CTGTTGCCGGCCTTCGCCACTGCGATCGAAGCCAGCCCGTTCGTCAAGAATGTCGTCGTT 17160 
 GACAACGGCCGGAAGCGGTGACGCTAGCTTCGGTCGGGCAAGCAGTTCTTACAGCAGCAA 
  L  L  P  A  F  A  T  A  I  E  A  S  P  F  V  K  N  V  V  V    150 
    
 TCGGGCGGCGATGCGGGCACGCGCGGTGGACATCTCGATTTTGCCGAACTCATCGCATCC 17220 
 AGCCCGCCGCTACGCCCGTGCGCGCCACCTGTAGAGCTAAAACGGCTTGAGTAGCGTAGG 
  S  G  G  D  A  G  T  R  G  G  H  L  D  F  A  E  L  I  A  S    170 
    
 CCGCGTCCGCCGTACGAGGCGGTCCAGACCTGTTGCGACGATCCCTGTTTCTGGCTGTAT 17280 
 GGCGCAGGCGGCATGCTCCGCCAGGTCTGGACAACGCTGCTAGGGACAAAGACCGACATA 
  P  R  P  P  Y  E  A  V  Q  T  C  C  D  D  P  C  F  W  L  Y    190 
    
 TCGTCGGGTTCCACCGGCGCCCCCAAGGGAACGGTGCACCTGCACTCCAGCCTGATCAAC 17340 
 AGCAGCCCAAGGTGGCCGCGGGGGTTCCCTTGCCACGTGGACGTGAGGTCGGACTAGTTG 
  S  S  G  S  T  G  A  P  K  G  T  V  H  L  H  S  S  L  I  N    210 
    
 ACCGCCGAGCTGTATGCGACGCCGATCCTGGGGGTATGCGAGAGCGACGTCGTTTTCTCG 17400 
 TGGCGGCTCGACATACGCTGCGGCTAGGACCCCCATACGCTCTCGCTGCAGCAAAAGAGC 
  T  A  E  L  Y  A  T  P  I  L  G  V  C  E  S  D  V  V  F  S    230 
    
 GCGGCGAAATTGTTCTTCGCCTACGGTCTGGGCAACGGCCTGACCTTCCCGCTCGCCGCG 17460 
 CGCCGCTTTAACAAGAAGCGGATGCCAGACCCGTTGCCGGACTGGAAGGGCGAGCGGCGC 
  A  A  K  L  F  F  A  Y  G  L  G  N  G  L  T  F  P  L  A  A    250 
    
 GGCGCCACCGCTGTGCTGATGGCCGAACGGCCGACGCCGGATGCGGTGTTCCGCGTGCTG 17520 
 CCGCGGTGGCGACACGACTACCGGCTTGCCGGCTGCGGCCTACGCCACAAGGCGCACGAC 
  G  A  T  A  V  L  M  A  E  R  P  T  P  D  A  V  F  R  V  L    270 
    
 CGCGAGCACCAGCCGACGATCTACTGCGGCGTGCCGACGCTATACGCATCGATGCTGGCG 17580 
 GCGCTCGTGGTCGGCTGCTAGATGACGCCGCACGGCTGCGATATGCGTAGCTACGACCGC 
  R  E  H  Q  P  T  I  Y  C  G  V  P  T  L  Y  A  S  M  L  A    290 
 
 AGCCCGGCGCTCCCCGGGCGAGAGGAGCTGTCGATCCGCCGCTGCGCCTCTGCCGGCGAG 17640 
 TCGGGCCGCGAGGGGCCCGCTCTCCTCGACAGCTAGGCGGCGACGCGGAGACGGCCGCTC 
  S  P  A  L  P  G  R  E  E  L  S  I  R  R  C  A  S  A  G  E    310 
 
 GCCTTGCCGGCCGAAGTGGGCAAGCGCTGGACCGAGCATTTCGGCGTCGAGATCCTTGAC 17700 
 CGGAACGGCCGGCTTCACCCGTTCGCGACCTGGCTCGTAAAGCCGCAGCTCTAGGAACTG 
  A  L  P  A  E  V  G  K  R  W  T  E  H  F  G  V  E  I  L  D    330 
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 GGACTCGGTTCGACCGAGATGCTGCACATCTTCCTCTCGAACAGGGCAGGGGACGTCCAT 17760 
 
 CCTGAGCCAAGCTGGCTCTACGACGTGTAGAAGGAGAGCTTGTCCCGTCCCCTGCAGGTA 
 G  L  G  S  T  E  M  L  H  I  F  L  S  N  R  A  G  D  V  H    350 
   
 TACGGCACCAGCGGCAAGCCGGTGCCGGGATACGAGCTGCGCCTGATCGGCGAAGACGGG 17820 
 ATGCCGTGGTCGCCGTTCGGCCACGGCCCTATGCTCGACGCGGACTAGCCGCTTCTGCCC 
 Y  G  T  S  G  K  P  V  P  G  Y  E  L  R  L  I  G  E  D  G    370 
 
 GAGGAGGTCGCGCCAGGCGAGGCGGGAGAGCTTCAGGTGCGCGGGCCCACCAGCGCTGCG 17880 
 CTCCTCCAGCGCGGTCCGCTCCGCCCTCTCGAAGTCCACGCGCCCGGGTGGTCGCGACGC 
 E  E  V  A  P  G  E  A  G  E  L  Q  V  R  G  P  T  S  A  A    390 
   
 CTCTACTGGAATAACCGCACGAAGAGCCGCGATACCTTCGTCGGCCAATGGACGCGCAGC 17940 
 GAGATGACCTTATTGGCGTGCTTCTCGGCGCTATGGAAGCAGCCGGTTACCTGCGCGTCG 
 L  Y  W  N  N  R  T  K  S  R  D  T  F  V  G  Q  W  T  R  S    410 
   
 GGCGACAAGTACAGCCTGGATGAGCACGGCAACTATGTGTACGCGGGGCGCAACGACGAC 18000 
 CCGCTGTTCATGTCGGACCTACTCGTGCCGTTGATACACATGCGCCCCGCGTTGCTGCTG 
 G  D  K  Y  S  L  D  E  H  G  N  Y  V  Y  A  G  R  N  D  D    430 
 
 ATGCTCAAGGTCGGCGGCATCTACGTCTCGCCGATCGAGGTCGAATCGGCGCTCATCACG 18060 
 TACGAGTTCCAGCCGCCGTAGATGCAGAGCGGCTAGCTCCAGCTTAGCCGCGAGTAGTGC 
 M  L  K  V  G  G  I  Y  V  S  P  I  E  V  E  S  A  L  I  T    450 
   
 CATGCTGCAGTGCTCGAAGCCGCGGTGGTCGGAAAAGCGGACGATGACGGACTGATCAAG 18120 
 GTACGACGTCACGAGCTTCGGCGCCACCAGCCTTTTCGCCTGCTACTGCCTGACTAGTTC 
 H  A  A  V  L  E  A  A  V  V  G  K  A  D  D  D  G  L  I  K    470 
   
 CCGCTGGCCTTCGTCGTGCTGAAGCCCGGACGCATGCCCGCGGACGAACTGGCAGACGAG 18180 
 GGCGACCGGAAGCAGCACGACTTCGGGCCTGCGTACGGGCGCCTGCTTGACCGTCTGCTC 
 P  L  A  F  V  V  L  K  P  G  R  M  P  A  D  E  L  A  D  E    490 
   
 CTGAAGCTCCACGTCAAGAGCAAGCTCGCCCCGTACAAGTACCCGCGCTGGCTGGAATTT 18240 
 GACTTCGAGGTGCAGTTCTCGTTCGAGCGGGGCATGTTCATGGGCGCGACCGACCTTAAA 
 L  K  L  H  V  K  S  K  L  A  P  Y  K  Y  P  R  W  L  E  F    510 
 
 GTCGACGAGCTGCCGAAGACGGCCACCGGAAAGATCCAGCGATTCAAGCTTCGTTCGCTT 18300 
 CAGCTGCTCGACGGCTTCTGCCGGTGGCCTTTCTAGGTCGCTAAGTTCGAAGCAAGCGAA 
 V  D  E  L  P  K  T  A  T  G  K  I  Q  R  F  K  L  R  S  L    530 
   
 TCAGGGGCGTAGATCCCGTAGCGCACCCATAAATAGAGCCGCACAAGCGGCCTAACCAAA 18360 
 
 AGTCCCCGCATCTAGGGCATCGCGTGGGTATTTATCTCGGCGTGTTCGCCGGATTGGTTT 
 S  G  A  *                                                    533 
 
 GGAGGAGTGTGAAATGGAGCAAGGATTCAATCGCCGTCGTTTCCTGCTGTCCACTGCCGG 18420 
 
 CCTCCTCACACTTTACCTCGTTCCTAAGTTAGCGGCAGCAAAGGACGACAGGTGACGGCC    
              M  E  Q  G  F  N  R  R  R  F  L  L  S  T  A  G    16 
    
 TGTCGCGGGAGGGCTTGCCCTGCCCGGGGCACCACTGTTCGCCCAGAGCGCCAACAAGAT 18480 
 ACAGCGCCCTCCCGAACGGGACGGGCCCCGTGGTGACAAGCGGGTCTCGCGGTTGTTCTA 
  V  A  G  G  L  A  L  P  G  A  P  L  F  A  Q  S  A  N  K  I    36 
    
 CCGCGTCGGGCTGATGCTGCCCTATACCGGCACCTATGCGTCCCTGGGAAATGCGATTAC 18540 
 GGCGCAGCCCGACTACGACGGGATATGGCCGTGGATACGCAGGGACCCTTTACGCTAATG   
  R  V  G  L  M  L  P  Y  T  G  T  Y  A  S  L  G  N  A  I  T    56 
 
 CAACGGGTTCAAACTCGCCGTGGAGCAGGGCGGGGGGAAACTCGGCGGGCGTGAGATCGA 18600 
 GTTGCCCAAGTTTGAGCGGCACCTCGTCCCGCCCCCCTTTGAGCCGCCCGCACTCTAGCT 
  N  G  F  K  L  A  V  E  Q  G  G  G  K  L  G  G  R  E  I  E    76 
    
 GTACTTCACCGTCGATGACGAGTCGGATGCGGCGAAGGCACCGGAAAATGCCAACAAGCT 18660 
 CATGAAGTGGCAGCTACTGCTCAGCCTACGCCGCTTCCGTGGCCTTTTACGGTTGTTCGA 
  Y  F  T  V  D  D  E  S  D  A  A  K  A  P  E  N  A  N  K  L    96 
    
 GATCAAGCGCGACAACGTCGACGTCCTGATTGGTACGGTGCATTCGGGCGTTGCGCTGGC 18720 
 CTAGTTCGCGCTGTTGCAGCTGCAGGACTAACCATGCCACGTAAGCCCGCAACGCGACCG   
  I  K  R  D  N  V  D  V  L  I  G  T  V  H  S  G  V  A  L  A   116  
    
 GATGACCCGTGTCGCGCGCGAGACCAAGACCCTGCTCATCGTTCCTAACGCCGGTGCAGA 18780 
 CTACTGGGCACAGCGCGCGCTCTGGTTCTGGGACGAGTAGCAAGGATTGCGGCCACGTCT 
  M  T  R  V  A  R  E  T  K  T  L  L  I  V  P  N  A  G  A  D   136  
    
 CGAGATCACCGGTCCGCTGTGCTCGCCCAACATCTTCCGCACCTCCTTCTCCGCGTGGCA 18840 
 GCTCTAGTGGCCAGGCGACACGAGCGGGTTGTAGAAGGCGTGGAGGAAGAGGCGCACCGT   
  E  I  T  G  P  L  C  S  P  N  I  F  R  T  S  F  S  A  W  Q   156 
    
 GCCCGCCTACGCGATGGGGCAGGTGATGGCCGAGAAGAAGCACAAGAACGTCGTCACGTT 18900 
 CGGGCGGATGCGCTACCCCGTCCACTACCGGCTCTTCTTCGTGTTCTTGCAGCAGTGCAA 
  P  A  Y  A  M  G  Q  V  M  A  E  K  K  H  K  N  V  V  T  L   176 
    
 GAGCTGGAAATACTCGTTCGGCGAGCAGTCGGTTGCAGGTTTCAAGGAAGCATTCGAGAA 18960 
 
 CTCGACCTTTATGAGCAAGCCGCTCGTCAGCCAACGTCCAAAGTTCCTTCGTAAGCTCTT 
  S  W  K  Y  S  F  G  E  Q  S  V  A  G  F  K  E  A  F  E  K   196 
    
 GGGGGGCGGCAAGGTCGTGAAGGAAATGTACCTGCCTTTCCGGAACGTCGAATTC      19010   
 CCCCCCGCCGTTCCAGCACTTCCTTTACATGGACGGAAAGGCCTTGCAGCTTAAG      
  G  G  G  K  V  V  K  E  M  Y  L  P  F  R  N  V  E  F         214   
8.3.2. 
HindIII 
8.3.1.
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AgeI 
Figura 57. Secuencia de nucleótidos y secuencia deducida de aminoácidos del cluster bzd de Azoarcus sp. CIB y 
regiones adyacentes. Las flechas cortas al comienzo de las secuencias de aminoácidos indican la dirección de la 
transcripción de los genes que codifican dichas proteínas. Las flechas largas señalan los oligonucleótidos utilizados para 
la secuenciación del cluster bzd, indicándose, cuando corresponde, la diana de restricción diseñada (en rojo). En azul se 
indican algunas de las dianas de restricción presentes en el cluster bzd. La posición de los nucleótidos y de los 
aminoácidos de cada proteína se señalan en el margen derecho. Los aminoácidos se indican con el código estándar de una 
sola letra; los codones stop se marcan con asteriscos.
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V. DISCUSIÓN 
 
 
 
1. IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DEL CLUSTER bzd DE Azoarcus 
sp. CIB. 
 
El objetivo principal de esta Tesis ha sido la caracterización molecular de la ruta central 
de degradación anaeróbica de compuestos aromáticos en una cepa bacteriana perteneciente al 
género Azoarcus. Como se ha indicado en el apartado 3 de la Introducción, al comienzo de 
esta Tesis se conocían varias cepas del género Azoarcus capaces de utilizar anaeróbicamente 
compuestos aromáticos como única fuente de carbono y energía, sin embargo, se desconocían 
los determinantes genéticos responsables de la ruta central de degradación de dichos 
compuestos.  
 
1.1  Aislamiento e identificación de Azoarcus sp. CIB. 
 
Un primer resultado relevante de esta Tesis ha sido el aislamiento e identificación de 
una nueva cepa del género Azoarcus, Azoarcus sp. CIB (CECT 5669). Los miembros del 
género Azoarcus son β-proteobacterias, en su mayoría, anaerobios facultativos desnitrificantes 
(Zhou et al., 1995; Song et al., 1999). Dentro del género Azoarcus se distinguen dos grandes 
grupos: i) el primero de ellos comprende especies fijadoras de nitrógeno, tales como A. 
indigens y A. communis, miembros de la microflora de la rizosfera de plantas presentes en 
regiones áridas (Reinhold-Hurek et al., 1993; Reinhold-Hurek y Hurek, 2000); ii) el segundo 
grupo de Azoarcus comprende especies de vida libre (alguno de los cuales también posee la 
capacidad de fijar nitrógeno), que fueron aislados por su capacidad de degradar compuestos 
aromáticos en condiciones desnitrificantes. A este segundo grupo pertenecen A. evansii 
(Anders et al., 1995), A. tolulyticus (Zhou et al., 1995), A. anaerobius (Springer et al., 1998), 
A. toluvorans, A. toluclasticus (Song et al., 1999) y A. buckelii (Mechichi et al., 2002) (ver 
apartado 3 de la Introducción). El análisis filogenético basado en la secuencia del ADNr 16S 
de Azoarcus sp. CIB (Nº de acceso AF515816) revela que este microorganismo pertenece al 
grupo de Azoarcus capaces de metabolizar anaeróbicamente compuestos aromáticos y sugiere 
que se trata de una nueva cepa de la especie A. toluvorans (Fig. 14) cuya cepa tipo es A. 
toluvorans Td21 (Song et al., 1999). No obstante, la clasificación taxonómica precisa de la 
cepa CIB requiere de pruebas adicionales tales como las de hibridación ADN-ADN, análisis 
de los lípidos de membrana y otras pruebas bioquímicas que serán objeto de trabajo futuro. Al 
igual que se ha descrito para otros miembros del género Azoarcus (Mechichi et al., 2002; 
Song et al., 2001), la cepa CIB posee una morfología de diplobacilo corto y móvil (Fig. 16).   
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Dado que el principal interés de esta Tesis era el estudio de la degradación anaeróbica 
de compuestos aromáticos, se procedió a realizar un análisis detallado de los compuestos 
aromáticos que Azoarcus sp. CIB puede utilizar como única fuente de carbono y energía en 
condiciones desnitrificantes. Así, se pudo determinar que Azoarcus sp. CIB puede utilizar 
ácidos aromáticos tales como benzoato, 3-hidroxibenzoato, 4-hidroxibenzoato, fenilacetato, 4-
hidroxifenilacetato, fenilpropionato y 3-hidroxifenilpropionato, aminoácidos tales como 
fenilalanina y tirosina, y alcoholes y aldehídos tales como bencilalcohol y benzaldehido, 
como únicas fuentes de carbono en condiciones anaeróbicas, siendo también la mayoría de 
estos compuestos sustratos de crecimiento para los dos organismos desnitrificantes modelo 
previamente caracterizados, T. aromatica y A. evansii (Anders et al., 1995). Sin embargo, 
otros compuestos aromáticos tales como el 2-aminobenzoato, protocatecuato, fenol y 
fenilglioxilato, que son fuentes de carbono para A. evansii y/o T. aromatica en condiciones 
desnitrificantes, no son utilizados por Azoarcus sp. CIB como sustratos de crecimiento. Tanto 
Azoarcus sp. CIB como A. evansii (Schennen et al., 1985), y a diferencia de lo que ocurre en 
el caso de T. aromatica, pueden utilizar como sustrato de crecimiento un derivado halogenado 
del benzoato (2-fluorobenzoato), si bien se han descrito otras cepas de Azoarcus y Thauera 
capaces de degradar anaeróbicamente distintos derivados clorados y fluorados del benzoato 
(Song et al., 2000; Song et al., 2001). Otra característica que Azoarcus sp. CIB comparte con 
T. aromatica (y que la diferencia de A. evansii) es su incapacidad para metabolizar 
anaeróbicamente ciertos azúcares, tales como glucosa, maltosa y fructosa, si bien las tres 
cepas son capaces de utilizar ácidos orgánicos como el succinato, acetato y glutarato como 
sustratos de crecimiento (Anders et al., 1995). En condiciones aeróbicas, Azoarcus sp. CIB 
puede utilizar, al igual que A. evansii y T. aromatica (Anders et al., 1995), los compuestos 
aromáticos benzoato, 3-hidroxibenzoato, fenilalanina, fenilacetato y gentisato. Sin embargo, 
la característica metabólica más relevante de la cepa CIB, y que la diferencia de T. aromatica 
y A. evansii, es su capacidad para degradar anaeróbicamente tolueno y m-xileno, dos de los 
hidrocarburos que forman parte de las mezclas BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y 
xilenos) las cuales son una de las fuentes de contaminación medioambiental más frecuentes en 
la actualidad, incluso en ambientes anóxicos tales como aguas subterráneas y capas profundas 
del suelo (Chee-Sanford et al., 1996). El estudio del catabolismo anaeróbico de compuestos 
aromáticos por Azoarcus sp. CIB es también, por tanto, de gran interés debido al potencial de 
este microorganismo para su utilización en procesos de biorremediación de ambientes 
contaminados con compuestos tales como el tolueno y m-xileno, así como en procesos de 
biotransformación de dichos compuestos.   
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1.2.  Azoarcus sp. CIB degrada compuestos aromáticos vía benzoil-CoA 
 
Como se ha indicado en el apartado 3.1 de la Introducción, los distintos compuestos 
aromáticos se degradan a través de diferentes “rutas periféricas” generando unos pocos 
compuestos intermediarios centrales, los cuales son transformados en metabolitos del 
catabolismo central de la célula a través de las denominadas “rutas centrales”. La 
caracterización molecular de dichas rutas centrales es, por lo tanto, de gran interés e 
importancia no sólo porque aporta conocimientos nuevos a la bioquímica y genética del 
metabolismo celular de fuentes de carbono no preferenciales, sino porque además es 
indispensable para el diseño y la manipulación racional del potencial catabólico de los 
microorganismos (Prieto et al., 2004). Si bien se han descrito rutas centrales de degradación 
anaeróbica de compuestos aromáticos que involucran intermediarios hidroxilados tales como 
el resorcinol, floroglucinol e hidroxihidroquinona (apartado 3.2 de Introducción), la ruta 
principal y más frecuente es la que utiliza el benzoil-CoA (o derivados hidroxilados de éste) 
como compuesto central, siendo el benzoato el compuesto modelo que se ha utilizado para el 
estudio de dicha ruta tanto en organismos desnitrificantes (T. aromatica, A. evansii, M. 
magnetotacticum) (Koch y Fuchs, 1992; Harwood y Gibson, 1997; López Barragán et al., 
2004), como en organismos fototrofos (R. palustris) (Harwood et al., 1999), reductores de 
sulfato (Peters et al., 2004) y fermentadores (Syntrophus sp.) (Elshaed et al., 2001).  
La curva de crecimiento de Azoarcus sp. CIB en condiciones desnitrificantes 
(empleando nitrato 10 mM como aceptor final de electrones) y utilizando benzoato (3 mM) 
como única fuente de carbono y energía, muestra una fase de latencia de aproximadamente 2 
h, una fase exponencial con un tiempo de duplicación de 8 a 12 h, y una fase estacionaria en 
la que se alcanza una A600 de 0.45 (Fig. 15). Además, utilizando benzoato marcado con 14C en 
el anillo aromático se ha confirmado la mineralización del benzoato a CO2 por Azoarcus sp. 
CIB cultivado en condiciones desnitrificantes (apartado 3.1 de Resultados). Sin embargo, en 
el caso de T. aromatica, el crecimiento en condiciones desnitrificantes en benzoato presenta 
una fase de latencia mayor que la observada para Azoarcus (16 h), siendo el tiempo de 
duplicación de sólo 3 h y alcanzando unos valores de A600 de 0.65 en la fase estacionaria 
(Schühle et al., 2003). El crecimiento de A. evansii en condiciones anaeróbicas (nitrato 20 
mM) en benzoato (5 mM) presenta también una fase de latencia corta pero su tiempo de 
duplicación (2.2 a 7 h) (Ziegler et al., 1987), es inferior al de la cepa CIB.  
Para confirmar la existencia en Azoarcus sp. CIB de una ruta central de degradación 
anaeróbica de compuestos aromáticos vía benzoil-CoA, se valoró la presencia de las dos 
actividades enzimáticas que inician el catabolismo de benzoato, benzoato-CoA ligasa y 
benzoil-CoA reductasa (ver apartados 3.1.2 y 3.2.2.2 de Introducción), en extractos crudos de 
la cepa CIB cultivada anaeróbicamente. Mientras que en extractos crudos de Azoarcus sp. 
CIB cultivado anaeróbicamente en succinato no se observó la existencia de actividad 
benzoato-CoA ligasa, extractos de la cepa cultivada en presencia de benzoato mostraban unos 
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niveles de actividad benzoato-CoA ligasa (0.17 µmoles min-1 mg-1 proteína) similares a los 
previamente descritos para A. evansii (0.24 µmoles min-1 mg proteína-1) (Altenschmidt et al., 
1991), lo que sugería que, como ya se ha demostrado en este último, el benzoato se degrada 
anaeróbicamente en Azoarcus sp. CIB previa activación a benzoil-CoA. Además, estos 
resultados indicaban que la degradación anaeróbica de benzoato en Azoarcus sp. CIB es un 
proceso inducible que responde a la presencia del compuesto aromático en el medio de 
cultivo, una observación que ya había sido descrita para las rutas de degradación anaeróbica 
de benzoato en otros microorganismos tales como T. aromatica, A. evansii y R. palustris 
(Heider et al., 1998; Geissler et al., 1988). No obstante, la presencia de una actividad 
benzoato-CoA ligasa en extractos crudos de Azoarcus sp. CIB no permitía descartar que dicha 
actividad fuese debida a más de una enzima CoA ligasa diferente como ya se había descrito 
en R. palustris (Egland et al., 1995). La construcción de mutantes de Azoarcus sp. CIB sí 
permitió descartar dicha posibilidad (ver más adelante).    
La enzima clave en la ruta del benzoil-CoA y la responsable de la reducción del anillo 
aromático es la benzoil-CoA reductasa (ver apartado 3.2.2.2 de Introducción). Cuando se 
ensayaron extractos de Azoarcus sp. CIB cultivado anaeróbicamente en benzoato se observó 
la presencia de actividad benzoil-CoA reductasa (5 nmol min-1 mg proteína-1), un resultado 
que vuelve a confirmar la existencia de una ruta central vía benzoil-CoA en la cepa CIB, y 
que constituye el 25% al 30% de los valores observados en extractos celulares de A. evansii 
(Ebenau-Jehle et al., 2003) y T. aromatica (Koch y Fuchs, 1992). No obstante, habría que 
señalar que la benzoil-CoA reductasa de T. aromatica presenta una actividad tres veces mayor 
cuando se utiliza en el ensayo enzimático la ferredoxina Fdx como donador de electrones, en 
lugar de un donador artificial (Boll y Fuchs, 1998). Por ello, la actividad benzoil-CoA 
reductasa de Azoarcus sp. CIB (calculada en este trabajo por medio de un ensayo en el que se 
utilizó ditionito como donador artificial de electrones) es, probablemente, inferior a la 
actividad que presentaría frente a su donador natural de electrones.  
 La presencia de actividad benzoil-CoA reductasa en extractos de Azoarcus sp. CIB no 
sólo reveló la existencia de dicha enzima sino que, además, permitió identificar por TLC 
alguno de los productos generados tras la reducción del anillo bencénico mediante su 
comparación con el patrón de productos generado por la bien caracterizada benzoil-CoA 
reductasa de T. aromatica. Así, el compuesto obtenido por la acción de la benzoil-CoA 
reductasa en Azoarcus sp. CIB (compuesto 2 de la figura 17A) corresponde al ciclohex-1,5-
dieno-carbonil-CoA (compesto 2 de la figura 17B), el producto de la reducción del benzoil-
CoA en T. aromatica (Boll et al., 2000b; Boll, 2005) (Figs. 6 y 8). Otro compuesto generado, 
el compuesto 3 de la figura 17A, muy probablemente corresponde al ciclohex-1-eno-1-
carbonil-CoA que se formaría tan sólo en las condiciones del ensayo in vitro utilizadas por 
una reducción adicional del producto de la benzoil-CoA reductasa (compuesto 2), como ya se 
había demostrado previamente para el caso de la benzoil-CoA reductasa de T. aromatica (Boll 
et al., 2000b), y como ocurre de forma natural en la reducción del benzoil-CoA por parte de la 
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benzoil-CoA reductasa de R. palustris (Gibson y Gibson, 1992).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 58. Esquema de la ruta de degradación anaeróbica de benzoato propuesta para Azoarcus sp. CIB. Junto a cada 
reacción enzimática de la ruta central se marcan los productos génicos bzd implicados. En el margen izquierdo de la figura se 
especifica la actividad enzimática involucrada en cada reacción, en el mismo código de colores en el que se indica cada una 
de las etapas de la ruta bzd (margen derecho de la figura). red y oxi representan el estado reducido y oxidado, 
respectivamente, de la ferredoxina. 
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El siguiente intermediario generado en la ruta de degradación anaeróbica de benzoil-CoA en 
T. aromatica, 6-hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (Fig. 6), se observa en el ensayo de 
actividad benzoil-CoA reductasa (compuesto 5 de la figura 17B) debido a la actividad de la 
enzima dienoil-CoA hidratasa (Dch) que acompaña a la benzoil-CoA reductasa de T. 
aromatica en su proceso de purificación (Boll et al., 2000b). Este compuesto migra en TLC 
de manera similar al compuesto 4 generado tras la incubación del benzoil-CoA en presencia 
de extractos de Azoarcus sp. CIB (Fig. 17A), lo que sugiere que dicho compuesto 4 pudiera 
ser el 6-hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA. En resumen, el patrón de productos 
procedentes de la conversión del benzoil-CoA por extractos celulares de Azoarcus sp. CIB fue 
similar al obtenido con la benzoil-CoA reductasa purificada de T. aromatica, con la formación 
de ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA como producto de reducción del anillo bencénico 
seguido, muy probablemente, de la hidratación del mismo a 6-hidroxiciclohex-1-eno-1-
carbonil-CoA (Fig. 58). Estos resultados sugieren que los metabolitos generados en las etapas 
iniciales de las rutas de degradación anaeróbica de benzoato en T. aromatica y Azoarcus sp. 
CIB son similares y difieren de los descritos para la ruta central de degradación anaeróbica de 
benzoato en R. palustris. Así, de los dos tipos de ruta central del benzoil-CoA que se han 
descrito hasta la fecha, ruta tipo Thauera y ruta tipo Rhodopseudomonas (ver apartado 3.2.2 
de Introducción), la ruta central de Azoarcus sp. CIB parece encuadrarse dentro del tipo 
Thauera. 
 Para seguir profundizando en el estudio de la degradación anaeróbica de benzoato en 
Azoarcus sp. CIB, se procedió a la clonación y secuenciación de los genes responsables de 
dicha degradación así como al estudio de su regulación.  
 
1.3.  Caracterización del cluster bzd responsable de la degradación anaeróbica de 
benzoato en Azoarcus sp. CIB 
 
 Si bien los genes involucrados en la degradación anaeróbica de benzoato habían sido 
clonados y secuenciados en la bacteria desnitrificante T. aromatica (Breese et al., 1998; 
Dörner y Boll, 2002) y en la bacteria fototrófica R. palustris (Egland et al., 1997), al 
comienzo de esta Tesis no se había publicado todavía la secuencia de ningún gen implicado 
en la degradación anaeróbica de benzoato en una bacteria del género Azoarcus. La 
colaboración iniciada con el grupo del Prof. G. Fuchs (Univ. Friburgo, Alemania) nos 
permitió disponer de la secuencia correspondiente a un fragmento interno del gen que codifica 
la subunidad α de la benzoil-CoA reductasa de A. evansii. Utilizando la información 
proporcionada por dicha secuencia se amplificó por PCR un fragmento de ADN equivalente a 
partir del genoma de Azoarcus sp. CIB, el cual se utilizó posteriormente como sonda para la 
selección de clones de E. coli portadores de los genes bzd (benzoate degradation). La 
secuenciación de un fragmento de ADN de 19.0 kb (Nº de accesso AF521665; Fig. 57) reveló 
la existencia de 15 genes (bzdRNOPQMSTUVWXYZA) que se transcribían en la misma 
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orientación (Fig. 20) y que, presuntamente, estarían implicados en la degradación anaeróbica 
de benzoato en Azoarcus sp. CIB. La construcción de dos cepas mutantes portadoras de una 
disrupción insercional en los genes bzdN (Azoarcus sp. CIBdbzdN) y bzdY (Azoarcus sp. 
CIBdbzdY), incapaces de utilizar anaeróbicamente benzoato como única fuente de carbono, 
confirmó que el cluster bzd estaba efectivamente implicado en la degradación anaeróbica de 
benzoato en Azoarcus sp. CIB y representaba, por lo tanto, el primero que se describía en el 
género Azoarcus. No obstante, durante la realización de este trabajo, se han enviado al 
GenBank dos secuencias homólogas al cluster bzd y pertenecientes a las cepas A. evansii (Nº 
de acceso AJ428529) y Azoarcus sp. EbN1 (Nº de acceso CR555306) (Rabus et al., 2005). 
Dado que el nivel de identidad de secuencia de los genes ortólogos en las tres cepas oscila 
entre el 91% y 98%, los clusters bzd de A. evansii y Azoarcus sp. EbN1 muy probablemente 
codifiquen también la ruta central de degradación anaeróbica de compuestos aromáticos en 
estos dos organismos.  
La asignación de funciones a cada uno de los genes del cluster bzd de Azoarcus sp. CIB 
se realizó en base a la comparación de las secuencias de aminoácidos deducidas con las 
depositadas en las bases de datos (Tabla 11). El gen bzdR codifica un regulador 
transcripcional y será objeto de un análisis detallado en el apartado 2 de esta Discusión. La 
función predicha para los genes bzdN, bzdO, bzdP y bzdQ es la de codificar las subunidades γ, 
β, δ y α, respectivamente, de la benzoil-CoA reductasa, la enzima clave de la ruta central del 
benzoil-CoA (ver apartado 3.2.2.2 de Introducción). No obstante, las 4 subunidades de la 
benzoil-CoA reductasa de T. aromatica (Breese et al., 1998; Boll et al., 2000a), R. palustris 
(Egland et al., 1997), y M. magnetotacticum (López Barragán et al., 2004), comparten unos 
niveles de identidad de secuencia de aminoácidos que oscilan del 67% al 76%, y difieren 
significativamente de las correspondientes 4 subunidades de las benzoil-CoA reductasas de 
las cepas del género Azoarcus, con las que comparten un nivel de identidad de secuencia del 
22% al 43% (Tabla 11). De las cuatro subunidades, la subunidad α de la benzoil-CoA 
reductasa de los miembros del género Azoarcus, subunidad BzdQ (301 aminoácidos), es de un 
tamaño significativamente inferior al de las subunidades α de T. aromatica (BcrA, 438 
aminoácidos), R. palustris (BadF, 437 aminoácidos) y M. magnetotacticum (BcrA, 430 
aminoácidos). Recientemente, se ha publicado un análisis metagenómico de las benzoil-CoA 
reductasas presentes en la población microbiana de sedimentos de ríos y estuarios (Song y 
Ward, 2004), indicándose en este trabajo que la capacidad de degradar anaeróbicamente 
compuestos aromáticos está mucho más extendida entre los microorganismos de lo que se 
creía en un principio. Los análisis de comparación de secuencias sugieren la existencia de, al 
menos, dos grandes grupos de benzoil-CoA reductasas: el grupo Bcr cuyo prototipo es la 
benzoil-CoA reductasa de T. aromatica y que engloba a los ortólogos de R. palustris y M. 
magnetotacticum, así como a posibles benzoil-CoA reductasas de Pseudomonas, Paracoccus 
y Bradyrhizobium; y el grupo Bzd que incluye a las benzoil-CoA reductasas del género 
Azoarcus (Boll, 2005; Song y Ward, 2005; Rabus et al., 2005). Sin embargo, muy 
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probablemente los grupos Bcr y Bzd reflejan tan sólo una pequeña parte de la diversidad de 
benzoil-CoA reductasas existente, ya que es conocido que ciertos organismos desnitrificantes, 
tales como determinadas cepas de Pseudomonas capaces de utilizar anaeróbicamente 
derivados halogenados del benzoato (Song et al., 2000; Song y Ward, 2005), y los organismos 
reductores de hierro o sulfato (Peters et al., 2004) poseen reductasas que no muestran 
similitud de secuencia con las enzimas de los grupos Bcr y Bzd. Curiosamente, a pesar de que 
las benzoil-CoA reductasas de Thauera y Rhodopseudomonas poseen mayor similitud de 
secuencia entre sí que con las benzoil-CoA reductasas de Azoarcus, el producto de la reacción 
catalizada por la reductasa de Thauera (Boll y Fuchs, 1995;  Koch y Fuchs, 1992; Boll, 2005) 
y Azoarcus parece ser el mismo, ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA, y diferente del producto 
generado por la reductasa de Rhodopseudomonas, ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (Gibson y 
Gibson, 1992), sugiriendo que la clasificación evolutiva de las reductasas en los grupos Bcr y 
Bzd no necesariamente supone que los miembros del mismo grupo compartan el mismo 
mecanismo catalítico.  
El gen bzdM codifica una hipotética ferredoxina con un cluster 4Fe-4S implicada en la 
transferencia de electrones a la reductasa BzdNOPQ (Fig. 58). El producto del gen bzdM (94 
aminoácidos) posee tan sólo un 21% de identidad de secuencia con la ferredoxina BadB (81 
aminoácidos) localizada en el cluster bad de R. palustris (Egland et al., 1997) (Tabla 11; Fig. 
59). Si bien los clusters bcr de T. aromatica  y M. magnetotacticum también poseen un gen 
(fdx) que codifica una ferredoxina y se localiza en posición 3´ respecto a los genes bcrCBAD 
que codifican las 4 subunidades de la benzoil-CoA reductasa (Breese et al., 1998; López 
Barragán et al., 2004) (Fig. 59), no existe similitud de secuencia entre BzdM y Fdx, lo cual 
está de acuerdo con la observación comentada más arriba y que indicaba que las benzoil-CoA 
reductasas de Thauera/Magnetospirillum/Rhodopseudomonas y las de Azoarcus pertenecen a 
dos grupos evolutivos distintos.     
En posición 3´ al gen bzdM se localizan tres genes, bzdS, bzdT y bzdU, que codifican 
proteínas de función desconocida (Tabla 11). Tan sólo el producto del gen bzdT posee un bajo 
porcentaje de identidad de secuencia con el producto del gen orf 3 (33%) del cluster bcr de T. 
aromatica, y con el producto del gen orf 2 (23%) del cluster bad de R. palustris (Fig. 59, 
Tabla 11). Dado que en todos los clusters analizados dichos genes se localizan en posición 3´ 
del gen que codifica la ferredoxina, no se puede descartar su implicación directa o indirecta en 
el mecanismo de reducción del benzoil-CoA. 
El gen bzdV es el más largo del cluster bzd y codifica una proteína de 849 aminoácidos 
que muestra similitud de secuencia con oxidorreductasas dependientes de NAD(P)H, tales 
como la glutamato sintasa dependiente de NADPH en Desulfitobacterium hafniense (42%) 
(Tabla 11). Aunque en ninguno de los clusters implicados en la degradación anaeróbica de 
benzoato en T. aromatica, M. magnetotacticum y R. palustris existe una proteína que posea 
una identidad de secuencia significativa con el producto del gen bzdV, se ha sugerido que este 
último podría estar involucrado en la regeneración del poder reductor utilizado por la benzoil-
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CoA reductasa (Ebenau-Jehle et al., 2003). En este sentido, el cluster bcr de T. aromatica y 
M. magnetotacticum poseen dos genes (korA y korB), que se transcriben en orientación 
divergente al resto de los genes catabólicos del cluster (Fig. 59) y que codifican las dos 
subunidades de la 2-oxoglutarato:ferredoxina oxidorreductasa (KGOR), encargada de 
convertir la ferredoxina oxidada (Fdox) a su estado reducido (Fdred) una vez que ésta ha cedido 
los electrones a la benzoil-CoA reductasa (Dörner y Boll, 2002) (Fig. 8). En A. evansii la 
reducción de la Fdox se lleva a cabo por la acción combinada de una 2-oxoglutarato:NADP+ 
oxidorreductasa (KGOR) constituida por tres subunidades y diferente a la enzima KorAB de 
Thauera, y una NADPH:ferredoxina oxidorreductasa que podría estar codificada por el gen 
bzdV (Ebenau-Jehle et al., 2003). Una vez más, se confirma que la maquinaria enzimática 
implicada en la reducción del benzoil-CoA en Thauera y Azoarcus parece haber evolucionado 
por dos vías claramente diferenciadas. La razón de la existencia de esta divergencia entre dos 
β-proteobacterias desnitrificantes que no están muy alejadas en el árbol filogenético se 
desconoce hasta la fecha  y, en cualquier caso, refleja la complejidad y diversidad existente en 
el proceso biológico de reducción del anillo bencénico (Boll, 2005).   
Los tres siguientes genes del cluster bzd, bzdWXY, están presuntamente implicados en la 
ruta de β-oxidación del producto no aromático generado por la benzoil-CoA reductasa. El  
gen bzdW codifica un producto de 259 aminoácidos que muestra un grado de identidad de 
secuencia del 38% con Dch (Tabla 11), una enzima de T. aromatica con actividad ciclohex-
1,5-dieno 1-carbonil-CoA hidratasa y encargada de hidratar el producto de reducción del 
anillo aromático tras la acción de la benzoil-CoA reductasa con la formación de 6-
hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (Boll et al., 2002) (Fig. 6). Dado que en R. palustris el 
producto de reducción del anillo aromático es un derivado de CoA con un solo doble enlace, 
ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (Gibson y Gibson, 1992) (Fig. 6), la correspondiente 
hidratasa BadK muestra una baja identidad de secuencia (25%) con la hidratasa Dch de T. 
aromatica y no muestra identidad significativa con la presunta hidratasa BzdW de Azoarcus.   
El gen bzdX codifica una proteína de 355 aminoácidos cuya estructura primaria muestra 
una identidad significativa con los productos de los genes had de T. aromatica (42%) y M. 
magnetotacticum (46%) (Tabla 11). La proteína Had (368 aminoácidos) es la responsable de 
la cuarta etapa implicada en la ruta de degradación anaeróbica de benzoato en T. aromatica y 
posee una actividad β-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa sobre su sustrato, 6-hidroxiciclohex-1-
eno-1-carbonil-CoA, el cual es convertido a 6-cetociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (Laempe et 
al., 1999) (Fig. 6). En R. palustris, la deshidrogenasa equivalente (BadH) actúa sobre el 2-
hidroxiciclohexano-1-carbonil-CoA, el cual es oxidado a 2-cetociclohexano-1-carbonil-CoA  
(Pelletier y Harwood, 2000) (Fig. 6). Dado que ambas enzimas poseen diferentes sustratos y 
generan diferentes productos no resulta extraño que tampoco compartan similitud de 
secuencia (Laempe et al., 1999) y que pertenezcan a diferentes familias de deshidrogenasas. 
Así, Had de T. aromatica pertenece a la familia de las alcohol-deshidrogenasas de cadena 
larga, y BadH de R. palustris se clasifica como una deshidrogenasa de alcoholes de cadena 
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corta (Pelletier y Harwood, 2000).   
El gen bzdY codifica una proteína de 376 aminoácidos que posee una significativa 
identidad de secuencia con la 6-cetociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA hidrolasa (Oah, 377 
aminoácidos) de T. aromatica (51%) y M. magnetotacticum (52%) (Tabla 11), por lo que, al 
igual que ocurre con Oah, podría estar implicada en la última etapa de la ruta central 
originando el compuesto alifático 3-hidroxipimelil-CoA (Laempe et al., 1999) (Fig. 6). La 
caracterización bioquímica de la proteína Oah de T. aromatica ha revelado que cataliza la 
adición consecutiva de dos moléculas de agua, la primera actuando como una enoil-CoA 
hidratasa y la segunda actuando como una hidrolasa que rompe el enlace C-C del compuesto 
alicíclico generado (Laempe et al., 1999). Esta doble actividad está de acuerdo con la 
considerable diferencia de tamaño entre Oah y la proteína equivalente de R. palustris, la 2-
cetociclohexano 1-carbonil-CoA hidrolasa (BadI, 260 aminoácidos) que cataliza 
exclusivamente la ruptura de un enlace C-C con la formación del compuesto alifático pimelil-
CoA (Pelletier y Harwood, 1998) (Fig. 6). En este sentido, BadI y Oah tan sólo comparten un 
34% de identidad de secuencia en su región homóloga.   
El producto del gen bzdZ (248 aminoácidos) muestra un 46% de identidad de secuencia 
con FabG, una 3-cetoacil-reductasa de B. subtilis (Tabla 11). Sin embargo, hasta ahora no se 
ha encontrado ningún ortólogo de bzdZ en otros clusters de degradación anaeróbica de 
benzoato, por lo que su función en la ruta central del benzoil-CoA de Azoarcus es 
desconocida.  
De todos los genes del cluster bzd, el producto del gen bzdA es el que mayor grado de 
identidad presenta con sus ortólogos BclA (68%) de T. aromatica, BclA (60%) de M. 
magnetotacticum, y BadA (54 %) de R. palustris (Tabla 11), por lo que se sugirió que se 
trataba de la benzoato-CoA ligasa que inicia la ruta anaeróbica de degradación de benzoato en 
Azoarcus sp. CIB. En A. evansii también se ha descrito una benzoato-CoA ligasa 
(Altenschmidt et al., 1991) que muestra un 69% de identidad de secuencia con BzdA de la 
cepa CIB, si bien la enzima de A. evansii está implicada en la degradación aeróbica de 
benzoato (Gescher et al., 2002). La inactivación del cluster bzd en Azoarcus sp. CIBdbzdN y 
Azoarcus sp. CIBdbzdY y la ausencia de actividad benzoato-CoA ligasa cuando dichos 
mutantes se cultivaban en presencia de benzoato y una fuente de carbono adicional 
(casaminoácidos), sugería la presencia en el cluster bzd del gen que codifica dicha actividad 
CoA ligasa e indicaba que, a diferencia de lo que ocurre en R. palustris (Egland et al., 1995), 
células de Azoarcus sp. CIB cultivadas anaeróbicamente en benzoato expresan una única 
enzima capaz de activar benzoato a benzoil-CoA. La clonación e hiperproducción de BzdA en 
E. coli permitió confirmar su implicación en la activación del benzoato a benzoil-CoA y 
constituyó el primer ejemplo de expresión de un gen que codifica una benzoato-CoA ligasa de 
una bacteria desnitrificante en un huésped heterólogo. Los estudios realizados con extractos 
de E. coli que expresan el gen bzdA permitieron determinar que la actividad benzoato-CoA 
ligasa era absolutamente dependiente de la presencia del sustrato aromático, ATP, Mg2+ y 
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CoA, como previamente había sido descrito para otras benzoato-CoA ligasas (Altenschmidt et 
al., 1991;  Geissler et al., 1988; Schühle et al., 2003). El pH óptimo para la proteína BzdA 
gira en torno a 8.5, y la enzima es específica para ATP no siendo funcional cuando éste es 
reemplazado por GTP, un comportamiento similar al descrito para otras benzoato-CoA ligasas 
(Altenschmidt et al., 1991; Geissler et al., 1988; Schühle et al., 2003). Como se había 
demostrado previamente con otras benzoato-CoA ligasas, la proteína BzdA es inhibida en 
presencia del reactivo N-etilmaleimida, lo cual sugiere que la presencia de grupos -SH en la 
proteína es esencial para su actividad catalítica. Cabe destacar que BzdA activa el mayor 
número de compuestos aromáticos de todas las benzoato-CoA ligasas descritas hasta la fecha 
(Schühle et al., 2003; Samanta y Harwood, 2005) (Fig. 23). Así, a pesar de ser el benzoato el 
sustrato con el que presenta la máxima actividad, la benzoato-CoA ligasa de Azoarcus sp. CIB 
puede activar los tres derivados fluorados de éste, si bien el 2-fluorobenzoato es el único que 
puede ser utilizado por Azoarcus sp. CIB como fuente de carbono. BzdA presenta una 
actividad frente al isonicotinato casi igual a la observada con benzoato (100%) y del 35% 
frente al nicotinato, siendo ésta la primera vez que se describe una benzoato-CoA ligasa que 
presenta unos valores tan altos de actividad frente a compuestos aromáticos heterocíclicos. El 
4-hidroxibenzoato, un compuesto que no se ha descrito como sustrato de otras benzoato-CoA 
ligasas caracterizadas hasta la fecha, genera un 16% de la actividad máxima obtenida con 
benzoato. Dado que la benzoato-CoA ligasa de Azoarcus sp. CIB se ha conseguido 
hiperproducir con éxito en un huésped heterólogo y es capaz de activar un amplio conjunto de 
sustratos aromáticos, el gen bzdA es de gran interés biotecnológico para la síntesis enzimática 
de benzoil-CoA (Beuerle y Pichersky, 2002b) y otros ésteres de CoA que podrían ser de 
utilidad en la industria farmacéutica como precursores para la síntesis de moléculas con 
actividad antitumoral, tales como el taxol (Walker y Croteau, 2000), y otras sustancias de 
interés farmacológico como la cocaína (Bjorklund y Leete, 1992) o la diantramida B (Yang et 
al., 1997).  
En el extremo 3´ del cluster bzd secuenciado se localiza una secuencia parcial que 
presenta una gran similitud (33% en el caso de P. fluorescens) con genes que codifican la 
subunidad de unión al sustrato de transportadores de tipo ABC. Este tipo de transportadores 
multicomponentes están implicados en el transporte activo de sustratos específicos a través de 
la membrana, generalmente en contra de gradiente de concentración, y acoplado a la hidrólisis 
de ATP (van der Does y Tampe, 2004). El cluster bzd de A. evansii también muestra en el 
extremo 3´ una secuencia parcial que codifica un presunto transportador de tipo ABC (Nº de 
acceso AJ428529). Aunque se han descrito genes que codifican posibles transportadores de 
tipo ABC en regiones adyacentes a clusters implicados en la degradación anaeróbica de 
compuestos aromáticos, como es el caso de los genes hba (4-hydroxybenzoic acid 
degradation) en R. palustris, así como en la proximidad de los clusters de degradación 
aeróbica de benzoato (box) y de 2-aminobenzoato (abm) en A. evansii (Egland et al., 1997; 
Gescher et al., 2002; Schühle et al., 2001), la función de los presuntos transportadores no ha 
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sido aún demostrada y tampoco existen mutantes en dichos genes que permitan precisar si 
éstos son necesarios para el crecimiento del microorganismo en el compuesto aromático en 
cuestión. El genoma de Azoarcus sp. EbN1 recientemente secuenciado contiene 6 genes 
localizados en posición 3´ a los genes catabólicos bzdNOPQMSTUVWXYZA y cuyos 
productos son homólogos a las cinco subunidades de transportadores de tipo ABC y a un 
transportador monocomponente (gen benK) de la familia MFS (Rabus et al., 2005), lo que 
sugiere que el cluster bzd de Azoarcus sp. CIB se extiende por el extremo 3´ de la región 
secuenciada en esta Tesis e incluye también los presuntos transportadores.   
Como conclusión de lo comentado anteriormente, en esta Tesis se propone la ruta que 
se esquematiza en la figura 58 para la degradación anaeróbica de benzoato en Azoarcus sp. 
CIB y, por extensión, en Azoarcus sp. EbN1 y A. evansii. El gen bzdA codifica la primera 
etapa enzimática de la degradación anaeróbica de benzoato (activación a benzoil-CoA). Los 
genes bzdNOPQ y bzdM codificarán la benzoil-CoA reductasa y la correspondiente 
ferredoxina, respectivamente, y bzdV la oxidorreductasa implicada en la regeneración del 
estado reducido de la ferredoxina. Como resultado de la reducción del benzoil-CoA, se genera 
el compuesto alicíclico ciclohex-1,5-dieno-carbonil-CoA. Dado que los productos de los 
genes bzdW, bzdX y bzdY muestran una similitud significativa con la hidratasa, 
deshidrogenasa e hidrolasa implicadas en la ruta de β-oxidación del compuesto alicíclico 
generado tras la reducción del benzoil-CoA en T. aromatica y, sin embargo, la similitud con 
las correspondientes enzimas de R. palustris no es tan elevada, parece lógico asumir que la 
ruta de degradación anaeróbica del intermediario alicíclico en Azoarcus podría ser similar a la 
descrita en Thauera con la formación de 3-hidroxipimelil-CoA como producto final (Fig. 58). 
Dado que muchos de los productos génicos implicados en la degradación anaeróbica de 
benzoato en bacterias desnitrificantes que pertenecen a distintos grupos filogenéticos, tales 
como los géneros Azoarcus y Thauera (β-proteobacterias) y M. magnetotacticum (α-
proteobacteria), comparten un elevado nivel de similitud que, en cualquier caso, es superior al 
mostrado con las enzimas de la degradación anaeróbica de benzoato en la bacteria fototrofa R. 
palustris (α-proteobacteria), se puede especular con la hipótesis de que el tipo de ruta 
anaeróbica presente en un determinado organismo obedece más al tipo de metabolismo 
utilizado que a la posición taxonómica de dicho microorganismo (López Barragán et al., 
2004).   
Cuando se analiza el contenido en G+C de los clusters bzd de Azoarcus sp. CIB, A. 
evansii y Azoarcus sp. EbN1, y del cluster bcr de Thauera aromatica, se obtiene un valor 
medio del 63.1% para los clusters bzd y del 64.7% para el cluster bcr. En ambos casos, este 
valor es inferior al valor G+C promedio de los géneros Azoarcus y Thauera, que oscila 
alrededor del 67% (Anders et al., 1995; Song et al., 1999, Rabus et al., 2005). Por el 
contrario, el cluster bad de R. palustris presenta un contenido G+C del 64.7%, casi idéntico al 
contenido G+C promedio de R. palustris (Larimer et al., 2004), como también ocurre en el 
caso de M. magnetotacticum (63.8% de contenido G+C en el cluster bcr frente a un 64% del 
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valor promedio) (López Barragán et al., 2004). Estos datos sugieren que los clusters bzd y bcr 
representan una adquisición relativamente reciente en la evolución que permite el crecimiento 
anaeróbico en compuestos aromáticos a ciertas cepas de los géneros Thauera y Azoarcus.   
Una característica interesante del cluster bzd de Azoarcus sp. CIB es la presencia de 
elementos repetidos o secuencias REP (repetitive extragenic palindromic secuences) que se 
agrupan en parejas localizadas en las regiones intergénicas bzdQ-bzdM y bzdW-bzdX. Dichas  
secuencias no se han encontrado en otros clusters de degradación aneróbica de benzoato tales 
como los clusters bcr de T. aromatica y M. magnetotacticum y el cluster bad de R. palustris. 
Curiosamente, tampoco se han identificado dichas secuencias REP en los clusters bzd de 
Azoarcus sp. EbN1 y A. evansii. Aunque ya se habían descrito algunos elementos repetitivos 
extragénicos en el género Azoarcus (Hurek et al., 1997), los elementos REP mostrados en este 
trabajo constituyen un nuevo tipo de secuencia de ADN repetitivo que, muy probablemente, 
es específica de especie o, incluso, de determinadas cepas del género Azoarcus. Un ejemplo 
de secuencia extragénica similar a las secuencias REP de Azoarcus sp. CIB ha sido descrita en 
Vibrio cholerae O1, aunque en el genoma de esta bacteria los elementos repetidos no se 
encuentran agrupados en parejas. Aunque se ha apuntado que los elementos REP están 
involucrados en diversas funciones tales como la recombinación, la terminación de la 
transcripción o el control de la expresión génica a través de la estabilización de ARNm 
policistrónicos (Khemici y Carpousis, 2004), la función de los elementos REP en el cluster 
bzd de Azoarcus sp. CIB no ha sido aún demostrada. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 59. Organización de los clusters génicos responsables del catabolismo anaeróbico de benzoato en Azoarcus spp. 
(A), T. aromatica (Nos de acceso AJ224959 y AF373594) (B), M. magnetotacticum (http://genome.jgi-psf.org/draft_ 
microbes/magma/magma.home.html) (C) y R. palustris (Nº de acceso U75363) (D), respectivamente. En rojo se representan 
los genes con función reguladora. En azul oscuro se representan los genes que codifican las subunidades de la benzoil-CoA 
reductasa; en rayas azules, los genes de las ferredoxinas. En ondas azules se indica el gen que codifica la hipotética 
ferredoxina oxidorreductasa y punteado en azul, un gen que podría estar implicado en la transferencia de electrones a la 
benzoil-CoA reductasa. En azul claro, genes que codifican enoil-CoA hidratasas; en naranja, genes que codifican enoil-CoA 
deshidrogenasas; en amarillo, genes que codifican ácido alicíclico-CoA hidrolasas; en verde claro, genes que codifican 
benzoato-CoA ligasas; en verde oscuro, genes que codifican 2-oxoglutarato:ferredoxina oxidorreductasas; en violeta, genes 
que codifican enzimas implicadas en la degradación de ácidos alicíclicos. Las flechas en gris corresponden a genes de 
función desconocida. Las líneas diagonales sencillas indican que los genes que las flanquean se localizan en los extremos de 
fragmentos de ADN que todavía no están ensamblados en el genoma de M. magnetotacticum. Las dos líneas diagonales 
indican que los genes no se encuentran adyacentes en el genoma. La organización génica del cluster bzd es similar en 
Azoarcus sp. CIB, A. evansii y Azoarcus sp. EbN1. 
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 En la figura 59 se esquematiza la organización de los clusters génicos conocidos hasta 
la fecha e implicados en la degradación anaeróbica de benzoato en Azoarcus spp. (Azoarcus 
sp. CIB, Azoarcus sp. EbN1 y A. evansii), T. aromatica, M. magnetotacticum y R. palustris. 
En el caso de T. aromatica, el gen que codifica la benzoato-CoA ligasa (bclA), se localiza en 
el genoma alejado de los demás genes del cluster bcr (Schühle et al., 2003). De igual modo 
ocurre en el cluster bcr de M. magnetotacticum (López Barragán et al., 2004), aunque en este 
caso no se puede concluir una disposición similar a la de T. aromatica por no estar finalizada 
aún la secuenciación del genoma de este organismo.  
 Es interesante destacar que en R. palustris los genes bad se encuentran asociados a los 
genes hba y ali (Egland et al., 1997) (Fig. 59). Dado que los los genes hbaABCD son los 
responsables de la conversión de 4-hidroxibenzoato en benzoil-CoA y los genes ali están 
implicados en el metabolismo anaeróbico del ácido ciclohexanocarboxílico, cuya ruta 
catabólica converge con la ruta central de degradación del benzoil-CoA (Egland et al., 1997), 
parece existir una organización supraoperónica en R. palustris que incluye a los genes 
implicados en el catabolón anaeróbico del benzoil-CoA. 
 
1.4.  Desarrollo de una casete de ADN que contiene el cluster bzd. 
 
 La identificación de los genes implicados en las rutas de degradación de numerosos 
compuestos aromáticos ha permitido la construcción de casetes de ADN que, expresando 
estos genes, han facilitado la transferencia de ciertas capacidades catabólicas de interés a otros 
organismos para ampliar el potencial degradador de estos últimos (Rojo et al., 1987). Un 
modelo utilizado a menudo para este tipo de transferencia de capacidades metabólicas han 
sido las bacterias del género Pseudomonas, organismos que son frecuentes en el medio 
ambiente (Leahy y Colwell, 1990), y para los que se conocen una gran variedad de 
herramientas moleculares que permiten una amplia versatilidad en su manipulación genética 
(de Lorenzo et al., 1998). Así, recientemente se han construido casetes catabólicas con los 
genes sty que han proporcionado la capacidad de transformar el estireno en ácido fenilacético, 
permitiendo que cepas de Pseudomonas capaces de utilizar ácido fenilacético como único 
sustrato de creciemiento, puedieran crecer en estireno como única fuente de carbono (Lorenzo 
et al., 2003). A diferencia de la ingeniería de rutas catabólicas aeróbicas, hasta la fecha no 
existe ningún ejemplo de construcción de una casete de ADN que codifique las enzimas 
necesarias para la degradación anaeróbica de compuestos aromáticos. Dado que los genes bzd 
de Azoarcus sp. CIB se organizan en un cluster, se procedió a la construcción de una casete de 
ADN que contuviese dicho cluster (Fig. 24). La casete bzd del plásmido pLB fue capaz de 
restablecer el crecimiento anaeróbico en benzoato cuando se introdujo en las cepas mutantes 
Azoarcus sp. CIBdbzdN y Azoarcus sp. CIBdbzdY, lo que indicaba que dicha casete era 
funcional en Azoarcus sp. CIB y contenía los genes necesarios para la degradación anaeróbica 
de benzoato en esta bacteria. 
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 Dado que el plásmido pLB es un plásmido movilizable de amplio espectro de huésped, 
la casete bzd podría ser transferida a otros organismos desnitrificantes incapaces de degradar 
anaeróbicamente compuestos aromáticos, pero capaces de utilizar ácidos grasos 
dicarboxílicos, tales como el pimelato, a través de la “ruta baja” con el objetivo de ampliar su 
potencial catabólico frente a compuestos aromáticos. 
 La casete bzd es la primera que se describe en catabolismo anaeróbico de compuestos 
aromáticos y representa una herramienta genética de interés para explorar el potencial de 
distintos microorganismos anaerobios en estrategias de eliminación/biotransformación 
anaeróbica de compuestos aromáticos y, en general, para realizar ingeniería metabólica de 
rutas catabólicas anaeróbicas. Así, por ejemplo, la construcción de cepas recombinantes 
derivadas de distintos Azoarcus y portadoras de la casete bzd en multicopia, podría 
incrementar la eficacia de la degradación de compuestos aromáticos, incluyendo algunos 
compuestos tóxicos tales como tolueno, xilenos, etilbenceno, fenol, etc. Ésta y otras 
estrategias similares de ingeniería de rutas serán exploradas próximamente en nuestro grupo. 
  
 
2.  REGULACIÓN DEL CLUSTER  bzd DE Azoarcus sp. CIB 
 
 La expresión de los genes que controlan el catabolismo de compuestos aromáticos ha 
sido ampliamente estudiada en rutas aeróbicas, lo que contrasta con el escaso conocimiento 
que se tiene sobre este tema en rutas anaeróbicas (Díaz y Prieto, 2000; Tropel y van der Meer, 
2004). Con el objetivo de incrementar los conocimientos sobre el control de la expresión 
génica en rutas de catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos, se procedió al estudio 
de la regulación del cluster bzd de Azoarcus sp. CIB.   
 
2.1.  Análisis transcripcional del cluster bzd de Azoarcus sp. CIB. 
 
Tanto el análisis comparativo de los niveles de actividad benzoato-CoA ligasa presente 
en extractos de Azoarcus sp. CIB cultivado en benzoato o succinato (apartado 3.2 de 
Resultados), como el análisis de la expresión de los genes bzd mediante experimentos de RT-
PCR utilizando ARNm procedente de células de la cepa CIB cultivada anaeróbicamente en 
benzoato o succinato (apartado 7.2. de Resultados, Fig. 26), reveló que los genes bzd, a 
excepción del gen bzdR, se inducían específicamente en presencia de benzoato y, por lo tanto, 
su expresión estaba controlada a nivel transcripcional. La inducción de alguno de los genes 
y/o actividades enzimáticas implicados en la degradación anaeróbica de benzoato ya había 
sido descrita previamente en T. aromatica, A. evansii y R. palustris (Heider y Fuchs, 1997; 
Heider et al., 1998; Egland et al., 1997). La inducción de los genes implicados en el 
catabolismo de distintas fuentes de carbono sólo cuando la célula se encuentra en presencia de 
dichos sustratos de crecimiento es un fenómeno general en el catabolismo de compuestos 
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aromáticos que facilita la correcta utilización de los recursos energéticos de la célula y evita 
su gasto innecesario cuando las fuentes de carbono correspondientes no están disponibles 
(Cases y de Lorenzo, 2001; Cases y de Lorenzo, 2005).  
Mientras que la inducción de los genes bzd catabólicos en presencia de benzoato era 
evidente, el gen bzdR (codifica el regulador transcripcional, ver más abajo) mostraba una 
expresión constitutiva, es decir, se detectaba ARNm de bzdR tanto en células cultivadas en 
benzoato como en células cultivadas en succinato (Fig. 26). Si bien la expresión diferencial de 
los genes catabólicos y los genes reguladores es una característica común en la degradación 
aeróbica de compuestos aromáticos y un reflejo de los diferentes mecanismos de regulación 
que controlan las rutas catabólicas de este tipo de compuestos (Díaz y Prieto, 2000; Tropel y 
van der Meer, 2004), hasta la fecha aún no se había descrito este fenómeno en el catabolismo 
anaeróbico de estas fuentes de carbono.    
 La organización transcripcional del cluster bzd de Azoarcus sp. CIB se determinó 
utilizando abordajes experimentales diferentes. Así, los efectos polares sobre la expresión del 
gen bzdA (valorados mediante ensayos de actividad benzoato-CoA ligasa) producidos por la 
disrupción insercional de los genes bzdN y bzdY en los mutantes Azoarcus sp. CIBdbzdN y 
Azoarcus sp. CIBdbzdY sugerían que los genes catabólicos bzdNOPQMSTUVWXYZA se 
organizaban como un único operón. La amplificación mediante RT-PCR de las regiones 
intergénicas bzdQ-bzdM (138 pb), bzdV-bzdW (238 pb), bzdW-bzdX (161 pb) y bzdY-bzdZ 
(156 pb), cuya longitud permitía sospechar la existencia de una región promotora, utilizando 
ARNm obtenido de células de Azoarcus sp. CIB cultivado anaeróbicamente en benzoato (Fig. 
26), sugería la cotranscripción de los genes que flanqueaban dichas regiones intergénicas y, 
por lo tanto, su disposición en una única unidad transcripcional. Además, estos resultados 
estaban de acuerdo con la observación de que dichas regiones intergénicas no conferían 
actividad promotora al gen reportero lacZ presente en el vector de búsqueda de promotores 
pSJ3 en E. coli (Fig. 25). Por el contrario, la región intergénica bzdR-bzdN (582 pb) y la 
región localizada en posición 5´ al gen bzdR sí eran portadoras de actividad promotora en E. 
coli cuando se clonaron en el vector pSJ3, denominándose PN y PR, respectivamente, a dichas 
regiones promotoras (Fig. 25). La existencia del promotor PN  en la región intergénica bzdR-
bzdN estaba de acuerdo con que dicha región no se amplificase en experimentos de RT-PCR 
realizados con ARNm de Azoarcus sp. CIB (Fig. 26), y ambos resultados sugerían que los 
genes bzdR y bzdN no formaban parte del mismo operón. En resumen, todos los resultados 
obtenidos permitían sugerir que el cluster bzd responsable de la degradación anaeróbica de 
benzoato en Azoarcus sp. CIB se encuentra estructurado en dos operones, un operón regulador 
constituido por el gen bzdR y un operón catabólico formado por los genes 
bzdNOPQMSTUVWXYZA. La existencia de dos operones distintos también explicaba las 
diferencias observadas en la inducción de los genes catabólicos y el gen bzdR (ver más 
arriba).  
 La organización de los genes catabólicos bzd en un único operón difiere de la descrita 
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para los clusters equivalentes en T. aromatica, M. magnetotacticum y R. palustris. Así, en T. 
aromatica el análisis de la organización de los genes responsables de la degradación 
anaeróbica de benzoato permite deducir que éstos se encuentran agrupados en, al menos, tres 
operones, korAB, had-oah-dch-bcr-fdx, y bclA (Breese et al., 1998; Dörner y Boll, 2002) (Fig. 
59). En M. magnetotacticum los genes bcr se organizan de forma similar a T. aromatica sin 
embargo, el hecho de que la secuenciación del genoma de M. magnetotacticum no esté 
concluída, no permite aún establecer el número de operones en los que los genes bcr se 
encuentran agrupados en este organismo (López Barragán et al., 2004) (Fig. 59). En R. 
palustris, los genes catabólicos bad se estructuran en cuatro operones (badR, badC, 
badDEFG y badA) en la misma dirección de transcripción, y un quinto operón en sentido 
divergente en el que los genes bad se encuentran asociados a los genes ali, implicados en la 
degradación anaeróbica del ciclohexano carboxilato (badH-badI-aliB-aliA-badK) (Pelletier y 
Harwood, 2000) (Figs. 9 y 59). Por lo que respecta a los genes reguladores, badR (codifica el 
regulador transcripcional del cluster bad, figura 59) no se cotranscribe con los genes 
catabólicos bad (Egland y Harwood, 1999), al igual que ocurre en el caso del gen bzdR de 
Azoarcus sp. CIB, el cual  se transcribe independientemente de los genes catabólicos bzd (la 
misma organización génica se observa en el cluster bzd de Azoarcus sp. EbN1 (Rabus et al., 
2005). Hasta la fecha no se ha demostrado la existencia de reguladores transcripcionales en 
los clusters bcr de T. aromatica y M. magnetotacticum (Fig. 59). Parece existir, por lo tanto, 
una gran diversidad en la organización transcripcional de los clusters de degradación 
anaeróbica de benzoato, una característica muy frecuente también cuando se comparan los 
ordenamientos génicos en los clusters de degradación aeróbica de compuestos aromáticos 
(Díaz et al., 2000; Jiménez et al., 2004), y que refleja, muy probablemente, la existencia de 
reordenamientos génicos y adquisición de nuevos genes mediante transferencia horizontal de 
ADN en la evolución de dichos clusters.    
 Un fenómeno frecuente en rutas catabólicas de fuentes de carbono que no son las más 
habituales para la mayoría de los microorganismos, como es el caso de los compuestos 
aromáticos, es la represión catabólica, entendiendo como tal la represión ejercida por fuentes 
de carbono predilectas sobre la expresión de rutas de degradación de otras fuentes de carbono 
que no son de preferencia para dicho organismo. Así, se ha descrito que ciertos ácidos 
orgánicos (succinato, citrato, acetato, etc.) causan represión catabólica en rutas de 
degradación aeróbica de compuestos aromáticos tales como las responsables del catabolismo 
de benzoato, 4-hidroxibenzoato, tolueno, etc. en bacterias de distintos géneros, como por 
ejemplo Pseudomonas, Ralstonia, Acinetobacter, etc. (Duetz et al., 1994; Cases y de Lorenzo, 
1998; Díaz y Prieto, 2000; Cases y de Lorenzo, 2001). En E. coli y P. aeruginosa se ha 
descrito que los azúcares, tales como la glucosa, causan represión catabólica de las rutas de 
degradación de ácidos aromáticos (Prieto et al., 2004; Corbella y Puyet, 2003).  
A pesar de que la represión catabólica es uno de los mecanismos más frecuentes de 
regulación global en la célula, al comienzo de esta Tesis este fenómeno había sido poco 
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estudiado en rutas de catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos (Heider et al., 1998). 
Por ello, se procedió a analizar si la degradación anaeróbica de benzoato en Azoarcus sp. CIB 
estaba sujeta a represión catabólica. La monitorización de la actividad benzoato-CoA ligasa 
en células de Azoarcus sp. CIB cultivadas simultáneamente en benzoato y en otras fuentes de 
carbono adicionales, reveló que la expresión de los genes bzd sufre una considerable represión 
en presencia de ciertos ácidos orgánicos tales como el malato, succinato y acetato (Fig. 44). El 
estudio de la expresión de la fusión traduccional PN::lacZ en células de Azoarcus sp. CIBlacZ 
cultivadas en benzoato y fuentes de carbono adicionales (Fig. 44) permitió identificar al 
promotor PN como uno de los elementos reguladores involucrados en el mecanismo de 
represión, indicando que se trataba de un efecto ejercido a nivel transcripcional y 
constituyendo el primer ejemplo de dicha represión en el catabolismo anaeróbico de 
compuestos aromáticos.  
Aunque los mecanismos moleculares que determinan la represión catabólica se han 
caracterizado en ciertas bacterias tales como E. coli y B. subtilis, en las cuales está 
generalmente mediada por los reguladores globales CRP y CcpA, respectivamente (Saier et 
al., 1996; Stühlke y Hillen, 1999), estos mecanismos son todavía poco conocidos en la gran 
mayoría de las bacterias (Cases y de Lorenzo, 1998). En Pseudomonas, por ejemplo, se ha 
descrito la existencia de una proteína (Crc) implicada en la represión catabólica, pero se 
desconoce su mecanismo de acción (Morales et al., 2004; Ruiz-Manzano et al., 2005). En este 
sentido, en el genoma de Azoarcus sp. EbN1 se ha identificado un gen homólogo al gen crp 
de E. coli (Rabus et al., 2005), por lo que será de gran interés investigar su posible 
implicación en la represión catabólica del operón bzd y su estudio podría permitir desentrañar 
el mecanismo molecular de dicho fenómeno en el género Azoarcus.   
Una vez demostrado que la expresión del operón catabólico bzd se encuentra regulada 
en Azoarcus sp. CIB, el siguiente objetivo fue caracterizar los elementos reguladores 
(promotor/regulador/inductor) que controlan la inducción de los genes bzd cuando la cepa 
CIB se cultiva anaeróbicamente en presencia de benzoato.  
 
2.2. Identificación del regulador transcripcional y la molécula inductora del operón 
 catabólico bzd.  
 
 El análisis transcripcional del cluster bzd había revelado uno de los elementos 
reguladores del operón catabólico bzd, la región promotora PN (ver más arriba). Sin embargo, 
no se conocían ni la proteína reguladora ni tampoco la molécula efectora. Para completar la 
identificación de los elementos reguladores del operón catabólico bzd, se procedió 
inicialmente a caracterizar el regulador transcripcional específico que controla al promotor 
PN.     
 Como se ha indicado en el apartado 4 de Introducción, tan sólo se habían caracterizado 
cinco reguladores transcripcionales implicados en la degradación anaeróbica de compuestos 
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aromáticos: los sistemas de dos componentes TutB1C1 y TdiRS implicados en la degradación 
de tolueno en Thauera sp. T1 y T. aromatica, respectivamente (Coschigano y Young, 1997; 
Leuthner y Heider, 1998), el regulador HbaR implicado en la degradación de p-
hidroxibenzoato en R. palustris (Egland y Harwood, 2000), y las proteínas BadR y AadR, 
involucradas en la regulación de los genes bad para la degradación de benzoato en R. 
palustris (Dispensa et al., 1992; Egland y Harwood, 1999). Sin embargo, ninguno de estos 
reguladores mostraba similitud con los productos génicos del cluster bzd de Azoarcus sp. 
CIB, lo que sugería que el presunto regulador de los genes bzd era distinto a todos los 
descritos hasta la fecha. El hecho de que el gen bzdR localizado en el extremo 5´ del cluster 
bzd (Fig. 59) se exprese de forma independiente al resto de los genes del cluster bzd (Fig. 26), 
y que una región del correspondiente producto génico presente una significativa identidad de 
secuencia con proteínas de unión a ADN (Tabla 11), sugería que podía tratarse de un 
regulador transcripcional de los genes catabólicos bzd. Para demostrar si el gen bzdR codifica 
efectivamente un regulador transcripcional, se procedió a la construcción de un mutante de 
Azoarcus sp. CIB defectivo en el gen bzdR, Azoarcus sp. CIBdbzdR, por disrupción 
insercional del mencionado gen. La monitorización de la actividad benzoato-CoA ligasa 
codificada por el gen bzdA reveló que mientras células de la cepa silvestre Azoarcus sp. CIB 
presentaban dicha actividad sólo cuando se cultivaban en presencia de benzoato, células del 
mutante Azoarcus sp. CIBdbzdR presentaban actividad benzoato-CoA ligasa tanto en 
condiciones de inducción (cultivadas en presencia de benzoato) como de no inducción 
(cultivadas en presencia de piruvato) (Fig. 32). Estos datos sugerían que BzdR actuaba como 
un regulador de la expresión de los genes catabólicos bzd, y que su función podría ser la de un 
represor debido a que su ausencia se traducía en una expresión constitutiva del operón 
catabólico portador del gen bzdA en Azoarcus sp. CIBdbzdR. Para confirmar que el gen bzdR 
codifica un represor de los genes catabólicos bzd y demostrar que este efecto se ejerce a nivel 
de la transcripción mediada por el promotor PN, se monitorizó la actividad β-galactosidasa en 
la cepa silvestre Azoarcus sp. CIB y en la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdbzdR que contenían 
la fusión traduccional PN::lacZ en el plásmido pBBR5PN. Los resultados de este experimento 
mostraron que el promotor PN  tiene una actividad inducible en la cepa silvestre cuando ésta 
se cultiva en presencia de benzoato, siendo la actividad de PN constitutiva en la cepa mutante 
que no produce BzdR (Fig. 38). En resumen, todos estos datos demostraban que BzdR ejerce 
una acción represora sobre la expresión mediada por el promotor catabólico PN. Dado que 
todos los reguladores de rutas de degradación anaeróbica de compuestos aromáticos descritos 
hasta la fecha son activadores transcripcionales (BadR, AadR y HbaR) (Egland y Harwood, 
1999; Egland y Harwood, 2000) o se ha propuesto que funcionan como tales (TutB1C1 y 
TdiRS) (Coschigano y Young, 1997; Leuthner y Heider, 1998), BzdR constituye el primer 
ejemplo de un represor transcripcional implicado en el catabolismo anaeróbico de compuestos 
aromáticos y es, además, el primer regulador de la ruta central de degradación anaeróbica de 
compuestos aromáticos que se describe en un microorganismo desnitrificante.  
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 El hecho de que la acción represora de BzdR sobre el promotor PN  fuera observada en 
ausencia de benzoato y que en presencia de este ácido aromático la actividad represora de 
BzdR se redujese considerablemente, indicaba que el benzoato o alguno de los intermediarios 
de su degradación, inhiben la acción de BzdR permitiendo así la expresión de los genes 
catabólicos bzd. En trabajos previos, se había sugerido que el benzoil-CoA podía ser la 
molécula inductora de los genes implicados en la degradación anaeróbica de benzoato en T. 
aromatica (Schühle et al, 2003) y R. palustris (Harwood et al, 1999), aunque esta hipótesis no 
había sido aún demostrada. Para identificar la molécula efectora del sistema regulador 
PN/BzdR, se transfirió la construcción bzdR/PN::lacZ  al cromosoma de una célula huésped, E. 
coli AFMCRPN, incapaz de catabolizar benzoato anaeróbicamente. Dado que la adición de 
benzoato al medio de cultivo de E. coli AFMCRPN cultivada anaeróbicamente con glicerol 
como única fuente de carbono no permitía la inducción del gen reportero lacZ (Fig. 39), se 
descartó el benzoato como molécula inductora del sistema. Para determinar si el primer 
intermediario de la ruta de degradación anaeróbica de benzoato, benzoil-CoA, era la molécula 
inductora del operón catabólico bzd, el gen bzdA se clonó en el plásmido pCK01BzdA y se 
expresó en E. coli AFMCRPN. Sólo cuando la cepa E. coli AFMCRPN (pCK01BzdA) se 
cultivaba anaeróbicamente en presencia de benzoato se observaba una inducción del gen lacZ 
similar a la observada con la cepa E. coli AFMCPN (PN::lacZ) en la que el gen bzdR estaba 
ausente (Fig. 39), lo que sugería que el benzoil-CoA, formado a partir del benzoato añadido al 
medio de cultivo de células de E. coli que expresan el gen bzdA, es el verdadero responsable 
de la activación del promotor PN. Esta observación representó la primera vez que se 
demostraba que un derivado aromático de CoA es la molécula inductora de una ruta de 
degradación anaeróbica de compuestos aromáticos, constituyendo también la primera 
demostración experimental de la naturaleza del inductor de la ruta central de catabolismo 
anaeróbico del benzoato en bacterias.  
 Cuando se analizaron algunos compuestos aromáticos análogos del benzoato que 
podrían actuar como inductores de la fusión PN::lacZ en  E. coli AFMCRPN (pCK01BzdA), 
e.g.,  2-fluorobenzoato, 3- fluorobenzoato, 2- clorobenzoato, 3- clorobenzoato e isonicotinato 
(todos ellos sustratos de la benzoato-CoA ligasa), se observó que tan sólo el 2-fluorobenzoato 
(el único de los cinco analizados que puede ser utilizado como fuente de carbono por 
Azoarcus sp. CIB) permitía una expresión del gen reportero lacZ similar a la observada con 
benzoato (Fig. 39). Además, la cepa E. coli AFMCRPN portadora del plásmido pAFK3, que 
contiene el gen paaK (codifica una fenilacetato-CoA ligasa), tampoco expresaba el gen lacZ 
en presencia de fenilacetato (Fig. 39), indicando que este ácido aromático tampoco era 
inductor del sistema BzdR/PN. Por lo tanto, el perfil de efectores de la proteína BzdR parece 
estar restringido a aquellos compuestos aromáticos que en Azoarcus sp. CIB son 
metabolizados directamente vía ruta central del benzoil-CoA sugiriendo que, en el curso de la 
evolución, el sistema regulador PN/BzdR/inductor, se ha adaptado con un alto grado de 
especificidad al sistema catabólico que controla. 
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 Aunque se han descrito compuestos aromáticos derivados de CoA que son inductores 
de rutas catabólicas aeróbicas, tales como por ejemplo el fenilacetil-CoA en la ruta de 
degradación de fenilacetato (García et al., 2000; Ferrández et al., 2000), la participación de 
estas moléculas en los sistemas reguladores de las rutas centrales de catabolismo aeróbico de 
compuestos aromáticos es una excepción. Curiosamente, la ruta aeróbica de degradación de 
fenilacetato se ha clasificado como una ruta central aeróbica híbrida ya que, a pesar de 
necesitar la participación del oxígeno, posee características típicas del catabolismo anaeróbico 
tales como la formación de un derivado de CoA (fenilacetil-CoA) como primer intermediario 
de la ruta (Ferrández et al., 1998; Luengo et al., 2001; Mohamed et al., 2002; Alonso et al., 
2003). A falta de caracterizar el inductor de otras rutas centrales aeróbicas híbridas tales como 
las del benzoato en Azoarcus, Thauera, Burkholderia y Bacillus (Gescher et al., 2002; Zaar et 
al., 2001; Niemetz et al., 1995; Kiemer et al., 1996; Denef et al., 2004), así como el inductor 
de la ruta anaeróbica del benzoato en bacterias tales como T. aromatica, M. magnetotacticum 
y R. palustris, se podría especular con la hipótesis de que los compuestos aromáticos 
derivados de CoA son los inductores más frecuentes en las rutas centrales anaeróbicas y en las 
aeróbicas híbridas, lo que podría coordinar la expresión de los genes catabólicos a la 
existencia de unos niveles adecuados de CoA en la célula que permitiesen una ruta 
degradativa con un balance energético favorable.   
  
2.3. La proteína BzdR es el prototipo de una nueva subfamilia de reguladores 
 transcripcionales.  
 
 Un análisis detallado de la secuencia de aminoácidos de BzdR reveló una peculiar 
organización modular consistente en una región N-terminal (aminoácidos 1-130) que 
mostraba una significativa identidad de secuencia con proteínas de unión a ADN 
pertenecientes a la familia HTH-XRE de reguladores transcripcionales (SMART release, 
http.//smart.embl-heidelberg.de/smart) (Fig. 29), y una región C-terminal (aminoácidos 131-
298) con una alta identidad de secuencia con siquimato quinasas de diversos organismos 
(Whipp y Pittard, 1995) (Fig. 30). Esta estructura modular, no descrita hasta la fecha para un 
regulador transcripcional, sugería que BzdR podía constituir el prototipo de una nueva 
subfamilia (subfamilia BzdR) dentro de la familia de reguladores transcripcionales HTH-
XRE, la cual incluye más de un millar de proteínas de eucariotas, procariotas y virus que 
presentan un motivo de unión a ADN de tipo hélice-giro-hélice (HTH) similar al 
caracterizado inicialmente en la proteína modelo de la familia, la proteína Cro del fago 
lambda (Sauer et al., 1982; Pabo y Sauer, 1992).  
 Utilizando la secuencia de aminoácidos de la proteína BzdR completa se realizó una 
búsqueda de proteínas homólogas en los genomas bacterianos disponibles en los bancos de 
secuencias. El resultado de esta búsqueda reveló un significativo número de presuntos 
reguladores transcripcionales pertenecientes a la subfamilia BzdR y que, como la proteína 
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BzdR de Azoarcus sp. CIB,  presentaban una estructura modular con una región N-terminal de 
unión a ADN y una región C-terminal similar a siquimato quinasas (Fig. 60). De entre los 
homólogos de BzdR, el hipotético regulador del cluster bzd de degradación anaeróbica de 
benzoato en Azoarcus sp. EbN1 (YP_160023) es el que presenta un mayor grado de identidad 
de secuencia (75%). En el cluster box de A. evansii (Gescher et al., 2002) y Azoarcus sp. 
EbN1 (Rabus et al., 2005) implicado en la degradación aeróbica de benzoato, se localiza un 
gen, boxR, que codifica un presunto regulador transcripcional (AAN39374, YP_158578) cuya 
identidad de secuencia con BzdR de Azoarcus sp. CIB es del 50 %. Homólogos de BzdR 
también se han identificado en otras β-proteobacterias tales como Ralstonia metallidurans 
CH34 (54% identidad, ZP_00274120), T. aromatica (51% identidad, AAN32624),  
Burkholderia xenovorans LB400 (51% y 48% identidad, ZP_00279512 y ZP_00283918) y 
Polaromonas sp. JS666 (48% identidad, ZP_00362306). Dentro del grupo de α-
proteobacterias se han encontrado homólogos de BzdR en Bradyrhizobium japonicum 
USDA110 (47% identidad, NP_767716), R. palustris CGA009 (46% identidad, NP_950121), 
M. magnetotacticum MS-1 (46% y 44% identidad, ZP_00056533 y ZP_00052337) y 
Silicibacter pomeroyi (42% identidad, YP_168898). 
 El alineamiento múltiple presentado en la figura 60 refleja una correlación entre la 
posición filogenética de los organismos y la de sus proteínas BzdR. Así, las proteínas BzdR 
de β-proteobacterias pertenecen a un grupo diferente al formado por las proteínas BzdR de α-
proteobacterias, lo que podría sugerir que la evolución de los reguladores BzdR ha sido 
paralela a la de los distintos subgrupos de proteobacterias y no se han producido 
transferencias horizontales de los genes reguladores entre dichos subgrupos.  
 En base a la significativa similitud con proteínas de estructura conocida, se realizó un 
modelo de la estructura tridimensional de los dos dominios de la proteína BzdR de Azoarcus 
sp. CIB, el dominio N-BzdR (residuos 1 a 130) y  el dominio C-BzdR (residuos 131 a 298) 
(Fig 55). El dominio N-BzdR se modela de acuerdo con la estructura del regulador SinR de B. 
subtilis (Cervin et al., 1998), como una estructura formada por cinco hélices α, tres de las 
cuales, α2-α4 (localizadas entre los residuos 38 y 77), constituyen un motivo hélice-giro-
hélice (HTH) sencillo (simple tri-helical HTH) de interacción con ADN (Fig.  55A) (Aravind 
et al., 2005). 
 
Figura 60. Alineamiento múltiple de la proteína BzdR de Azoarcus sp. CIB con otros presuntos reguladores 
transcripcionales de la subfamilia BzdR. Los números de acceso de cada secuencia son los siguientes: Azoarcus sp. CIB 
(AAQ08805), Azoarcus sp. EbN1 (YP_160023), R. metallidurans CH34 (ZP_00274120), R. eutropha JMP134 
(ZP_00170685), A. evansii (AAN39374), Azoarcus sp. EbN1 (2) (YP_158578), T. aromatica (AAN32624), B. xenovorans 
LB400 (ZP_00279512),  B. xenovorans LB400 (2) (ZP_00283918), Polaromonas sp. JS666 (ZP_00362306), B. japonicum 
USDA 110 (NP_767716), R. palustris CGA009 (NP_950121), M. magnetotacticum MS-1 (2) (ZP_00052337), S. pomeroyi 
(YP_168898), y M. magnetotacticum MS-1 (ZP_0056533). Los aminoácidos se indican con el código estándar de una sola 
letra y se encuentran numerados a la derecha. El color azul representa residuos idénticos en todas las secuencias alineadas; 
los residuos idénticos en más de un 80% de las secuencias se indican en verde; en amarillo se indican los residuos idénticos 
en el 60-80% de las secuencias. En la secuencia consenso (C) se han remarcado con un rectángulo azul los residuos que 
constituyen el motivo Walker A; en verde, el motivo Walker B; en rojo, el motivo de unión a adenina; y en negro, los 
residuos que pertenecen al motivo HTH. Debajo de la secuencia consenso se detalla la estructura secundaria predicha para 
BzdR. Las α-hélices (α1 a α13) y las hebras β (β1 a β5) se representan con cilindros morados y flechas naranjas, 
respectivamente. 
Discusión 
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 El dominio C-BzdR comparte una elevada identidad con siquimato quinasas, enzimas 
involucradas en la ruta biosintética que convierte la eritrosa-4-fosfato en ácido corísmico (ruta 
del siquimato), el cual es un intermediario esencial en la síntesis de compuestos aromáticos 
tales como los aminoácidos aromáticos, los  ácidos p-aminobenzoico y fólico, y la ubiquinona 
(Gu et al., 2002). Concretamente, las siquimato quinasas catalizan la fosforilación específica 
del grupo hidroxilo en posición 3 del ácido siquímico usando ATP como sustrato y generando 
siquimato 3-fosfato (Krell et al., 1998). Si bien la ruta del siquimato es esencial en plantas y 
microorganismos, está ausente en mamíferos, lo que hace que las enzimas involucradas en 
esta ruta sean el objetivo para el desarrollo de agentes antimicrobianos y herbicidas, y por ello 
es de gran importancia el conocimiento de su estructura tridimensional (Gu et al., 2002). 
Actualmente se conocen las estructuras cristalinas de las siquimato quinasas de E. coli, 
Mycobacterium tuberculosis y Erwinia chrysanthemi. En E. coli  se han descrito dos 
siquimato quinasas, el producto del gen aroK (SK I) y el producto del gen aroL (SK II), 
siendo SK II la que tiene un papel esencial en la ruta del siquimato y desconociéndose hasta el 
momento el papel fisiológico que desempeña la proteína AroK (SK I) que, por otra parte, es la 
que generalmente presenta un mayor grado de identidad de secuencia con las siquimato 
quinasas de otros organismos (Gu et al., 2002). Para construir un modelo tridimensional de C-
BzdR de Azoarcus sp. CIB se utilizó la estructura de SK I de E. coli (Gu et al., 2002;  
Romanowski y Burley, 2002) por ser la que mayor grado de identidad comparte con C-BzdR. 
Resultó interesante observar que el grado de identidad de secuencia que comparten ambas 
isoenzimas de E. coli (SK I y SK II) era similar (30%) al observado entre C-BzdR y SK I 
(23%) (Gu et al., 2002) lo que sugiere que el motivo estructural que caracteriza a las 
siquimato quinasas es altamente versátil y permite acomodar un amplio rango de secuencias 
distintas sin que dicha estructura sufra cambios conformacionales significativos. El orden en 
el que se disponen las 5 hebras β en las siquimato quinasas (β2β3β1β4β5), las clasifica dentro 
de la familia de las nucleósido monofosfato (NMP) quinasas (Krell et al., 1998), siendo esta 
disposición la predicha en el modelo de C-BzdR (Fig. 55B). Las NMP quinasas están 
compuestas por tres motivos, a saber, core, lid y motivo de unión a NMP (Krell et al., 1998), 
siendo este último equivalente al motivo de unión a siquimato en las siquimato quinasas. 
Todas las proteínas de la familia NMP quinasas presentan, dentro del dominio core, un lazo o 
loop (P-loop o motivo Walker A) de unión a fosfato altamente conservado (GXXXXGKT/S) 
(Walker et al., 1982), el cual también se encuentra presente en el dominio C-BzdR de 
Azoarcus sp. CIB y de sus ortólogos en otros organismos. El  motivo Walker A se localiza en 
las siquimato quinasas entre la primera hebra β (β1) y la hélice α1, formando un característico 
lazo de unión a fosfato o P-loop (Saraste et al., 1990) el cual, en C-BzdR y sus ortólogos, se 
sitúa entre la hebra β1 y la hélice α6 (Fig. 60). Los residuos adyacentes al P-loop están 
también significativamente conservados en todos los ortólogos de BzdR (Fig. 60). El residuo 
situado en la octava posición del motivo Walker A suele estar implicado en la unión a Mg2+, 
catión que es indispensable para la actividad de las proteínas de la familia NMP quinasas 
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(Krell et al., 1998). El posible papel del Mg2+ en la proteína BzdR será objeto de futuros 
estudios.  
 El motivo lid en las siquimato quinasas está involucrado en la unión a ADP. La Arg117, 
Lys15 y Arg 136 son los únicos residuos cargados positivamente en la proximidad de la zona 
donde se ha localizado la unión a ADP (Gu et al., 2002). El hecho de que en BzdR estos 
residuos (Arg 240, Lys 138 y Arg 267) también se encuentren conservados (Fig. 60) apunta a 
que podrían desempeñar un importante papel en la unión al extremo (ADP) del benzoil-CoA. 
También en BzdR y sus ortólogos se ha encontrado una secuencia (residuos 277 a 285 de 
BzdR) que podría constituir un motivo de unión a adenina, ya que en gran medida responde a 
la secuencia consenso (I/VDXXX(X)XP) descrita para el motivo de unión a siquimato de las 
siquimato quinasas (Fig. 60) (Gu et al., 2002). En C-BzdR y sus ortólogos también se ha 
encontrado una secuencia consenso que responde a un motivo Walker B modificado presente 
en la SK I de E. coli (ZZDXXG; Z representa un residuo hidrofóbico) (Gu et al., 2002) y en el 
que el residuo Gly conservado (Gly-209 en BzdR) no es una característica común a todos los 
miembros de la familia de las NMP quinasas.   
 En resumen, el modelo tridimensional propuesto para el dominio N-BzdR predice que 
éste será el encargado de interaccionar con el ADN (promotor PN) a través del motivo HTH, 
como ya se ha descrito para otros reguladores transcripcionales (Aravind et al., 2005). Por 
otro lado, y dada la similitud estructural que existe entre ambos extremos de la molécula de 
benzoil-CoA, la adenosina difosfato (ADP) y el residuo benzoil, con los dos sustratos de las 
siquimato quinasas, ATP y siquimato, respectivamente, el modelo propuesto para el dominio 
C-BzdR predice que éste será el encargado de interaccionar con la molécula inductora, 
benzoil-CoA. Se sabe que las NMP quinasas sufren cambios conformacionales durante la 
catálisis y que dos regiones flexibles de la molécula, el dominio de unión a nucleósido 
monofosfato y el motivo lid, son las responsables de estos cambios (Krell et al., 1998). De 
forma análoga, se puede especular con que la unión del benzoil-CoA al dominio C-BzdR 
provocará cambios conformacionales en éste que, en último término, impedirán la interacción 
del regulador con el ADN. Dado que BzdR constituye el prototipo de una nueva subfamilia de 
reguladores transcripcionales en procariotas, la determinación experimental de su estructura 
tridimensional, tanto en ausencia como en presencia de benzoil-CoA y ADN, será de gran 
interés y permitirá conocer en detalle la interacción de la proteína BzdR con sus dos ligandos.   
 
2.4. Caracterización molecular de la interacción BzdR/PN  y  modelo de la regulación 
 transcripcional específica del operón catabólico bzd. 
  
 Previo a la caracterización más detallada de la interacción entre el represor BzdR y el 
promotor PN, se procedió a identificar el sitio de inicio de la transcripción (+1) del operón 
catabólico bzd mediante experimentos de primer extension (Fig. 42). Como resultado de estos 
análisis se determinó que el sitio +1 correspondía a la adenina localizada a 75 nucleótidos del 
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codón de inicio de la traducción (ATG) del gen bzdN (Fig. 43). A 8 nucleótidos del sitio +1 y 
en  sentido 5´ se localiza una secuencia, TAACAT, que es idéntica en 4 de sus 6 posiciones a 
la secuencia consenso (TATAAT) que define la caja -10 de los promotores dependientes del 
factor σ70 de la ARNP de E. coli (Dombroski et al., 1997). En posición 5´ a la presunta caja -
10 del promotor PN  se localiza una secuencia, TCAACA, que es idéntica en 4 de sus 6 
posiciones a la secuencia consenso (TTGACA) de la caja -35 de los promotores dependientes 
del factor σ70 de la ARNP (Dombroski et al., 1997) (Fig. 43). A pesar de que la distancia 
entre las mencionadas secuencias del promotor PN  es 19 pb y, por lo tanto, ligeramente 
superior a la distancia consenso (17 pb) que separa las secuencias -10 y -35 en los promotores 
dependientes del factor σ70, se han descrito numerosos promotores en los que las respectivas 
cajas -10 y -35 están separadas por 19 pb (Mitchell et al., 2000), lo que induce a pensar que 
las secuencias TAACAT y TCAACA son efectivamente las cajas -10 y -35 del promotor PN  
(Fig. 43). 
 Con objeto de disponer de la suficiente cantidad de proteína BzdR para su purificación y 
posterior utilización en experimentos de interacción in vitro con el promotor PN, el gen bzdR 
se clonó en un sistema de hiperexpresión bajo el control de un promotor fuerte y regulado 
derivado del promotor PT5 del fago T5. El plásmido recombinante, pQE32-His6BzdR, expresa 
una proteína His6-BzdR que contiene una secuencia de 13 aminoácidos 
(MCGSHHHHHHGIL) fusionada al segundo residuo de la proteína BzdR y regula al 
promotor PN de forma similar a como lo hace la proteína BzdR nativa (Fig. 47). Mediante 
ensayos de retardo en gel se confirmó in vitro la interacción de His6-BzdR purificada con PN 
(Fig. 50). La adición de benzoil-CoA disminuía significativamente la formación del complejo 
BzdR/PN, un efecto que no se observaba con el ácido aromático libre (benzoato) (Fig. 52) o 
con un análogo estructural del derivado de CoA (fenilacetil-CoA), lo que confirmaba el efecto 
inductor específico del benzoil-CoA.   
 Para identificar la región(es) operadora(s) del promotor PN con la(s) que interacciona 
His6-BzdR, se realizaron ensayos de footprinting con DNasa I. El resultado de estos 
experimentos indicó la existencia de tres operadores en el promotor PN: región I (63 pb) 
comprendida entre las posiciones -32 a +31, región II (21 pb) comprendida entre las 
posiciones -83 a -63, y región III (21 pb) que se extiende desde la posición -146 a -126 (Figs. 
53 y 54). La interacción del regulador transcripcional con varias cajas operadoras del 
correspondiente promotor se ha descrito también para otros miembros de la familia HTH-
XRE tales como la proteína Cro y SinR del fago λ y B. subtilis, respectivamente (Ladero et 
al., 2002; Mandic-Mullec et al., 1995). En el caso bien estudiado de la proteína Cro, la 
formación de dos complejos proteína-ADN en ensayos de retardo en gel responde a la unión 
de dicha proteína a tres secuencias operadoras (O1, O2 y O3) presentes entre los promotores 
divergentes PR y PL del fago λ. La unión de Cro a las diferentes regiones operadoras es 
dependiente de la concentración del regulador ya que éste tiene mayor afinidad y se une 
primero a la región O3, uniéndose posteriormente a las otras dos regiones (O1 y O2) cuando 
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está presente a elevadas concentraciones (Ladero et al., 2002). La formación de dos 
complejos proteína-ADN, complejo I y II, que se originan en presencia de concentraciones 
crecientes de proteína reguladora, se ha observado también en esta Tesis con BzdR y PN en 
los ensayos de retardo en gel (Figs. 48 y 50). El análisis de la secuencia de los operadores del 
promotor PN revela que dichas regiones contienen repeticiones directas de la secuencia 
TGCA, la cual se encuentra formando parte de estructuras palindrómicas de mayor longitud 
(Fig. 54), una organización estructural similar a la descrita para otros promotores controlados 
por proteínas pertenecientes a la familia HTH-XRE de reguladores transcripcionales tales 
como la proteína SinR de B. subtilis (Mandic-Mullec et al., 1995), y el represor 434 y la 
proteína Cro de los bacteriófagos 434 (Sauer et al., 1982) y λ (Ladero et al., 2002), 
respectivamente. Dado que la interacción de BzdR con la región operadora I solapa tanto el 
sitio de inicio de la transcripción (+1) como la caja -10 del promotor y se extiende hasta el 
comienzo de la caja -35, es muy probable que el mecanismo de represión transcripcional 
mediado por BzdR consista en impedir la interacción de la ARNP con el promotor PN, es 
decir, se trataría de un mecanismo basado en la inhibición de la formación del complejo 
cerrado ARNP-ADN (Rojo et al., 2004). 
   
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 61. Modelo propuesto para la regulación del operón catabólico bzd de Azoarcus sp. CIB Las flechas gruesas 
indican los promotores PR (rojo) y PN (gris). El gen regulador bzdR se representa como una barra roja, los genes catabólicos 
bzd se representan con una barra gris, a excepción del gen bzdA que se destaca en verde. La proteína BzdR (óvalo rojo) se 
une al promotor PN y reprime su actividad (-) en ausencia de la molécula inductora benzoil-CoA. La interacción del benzoil-
CoA (óvalo verde) con BzdR provoca un cambio conformacional en la proteína represora que impide su unión al promotor 
PN , permitiendo así la expresión de los genes catabólicos bzd.  
 
 En la figura 61 se esquematiza el modelo de regulación del operón catabólico bzd que se 
propone en esta Tesis basado en los resultados comentados anteriormente. Cuando Azoarcus 
sp. CIB se cultiva anaeróbicamente en ausencia de benzoato, la expresión del gen bzdR 
permite que la proteína BzdR interaccione con las cajas operadoras del promotor PN y se 
reprima la expresión del operón catabólico bzd. En presencia de benzoato, una actividad basal 
benzoato-CoA ligasa genera la molécula inductora benzoil-CoA, la cual  interacciona con 
BzdR e impide su unión a PN, permitiendo así la expresión de los genes catabólicos bzd y, por 
consiguiente, el crecimiento de la bacteria en benzoato.    
PR
BzdR
PNbzdR bzdNOPQMSTUVWXYZA
COOH CO-SCoABzdA
Benzoato Benzoil CoA
+
-
.
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 A modo de conclusión, el trabajo realizado en esta Tesis representa un avance 
significativo en el campo de la regulación del catabolismo anaeróbico de compuestos 
aromáticos ya que ha permitido la caracterización molecular del primer represor 
transcripcional que se describe en rutas de catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos, 
y que define una nueva subfamilia de reguladores transcripcionales en procariotas, subfamilia 
BzdR. Además, por primera vez se identifica el benzoil-CoA como la molécula inductora de 
la ruta central de degradación anaeróbica de compuestos aromáticos. Otro aspecto destacado 
de esta Tesis es que abre una línea de trabajo futuro de gran interés como es la caracterización 
detallada de la arquitectura del promotor PN, de la interacción y afinidad de BzdR con cada 
una de las regiones operadoras, del mecanismo de represión transcripcional mediado por 
BzdR así como de la activación en presencia de benzoil-CoA. Además del estudio de la 
regulación específica mediada por BzdR, será también de gran interés el estudio molecular de 
la regulación sobreimpuesta que determina la expresión del operón catabólico bzd sólo en 
condiciones anaeróbicas y en ausencia de fuentes de carbono preferentes (represión 
catabólica). El sistema regulador BzdR/PN constituye así un  modelo tanto para el estudio de 
los elementos y mecanismos que controlan la expresión génica en condiciones anaeróbicas en 
Azoarcus, bacterias abundantes en el medio ambiente y de las que de uno de sus miembros 
(Azoarcus sp. EbN1) se conoce su genoma completo (Rabus et al., 2005), como para el diseño 
racional de sistemas de expresión génica que, acoplados a genes reporteros de fácil detección, 
permitan monitorizar condiciones de anoxia o de presencia/ausencia de diversos compuestos 
aromáticos que en su degradación anaeróbica originan benzoil-CoA.    
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VI. CONCLUSIONES 
 
 
 
 El trabajo descrito a lo largo de esta Tesis ha dado lugar a las siguientes conclusiones: 
 
1.  Se ha aislado e identificado una nueva cepa del género Azoarcus, Azoarcus sp. CIB 
(CECT#5669), capaz de degradar tanto aeróbica como anaeróbicamente, utilizando 
nitrato como aceptor final de electrones, numerosos compuestos aromáticos entre los 
que se incluyen contaminantes tales como el tolueno. La secuencia  del ADNr 16S de 
Azoarcus sp. CIB sugiere que esta bacteria pertenece a la especie A. toluvorans. 
 
2.  La inducción específica de las actividades benzoato-CoA ligasa y benzoil-CoA 
 reductasa en extractos de Azoarcus sp. CIB cultivado anaeróbicamente en benzoato ha 
 revelado la existencia en esta bacteria de una ruta central de degradación anaeróbica de 
 compuestos aromáticos vía benzoil-CoA. 
 
3.  Se ha clonado y secuenciado el cluster bzdRNOPQMSTUVWXYZA (Nº de acceso 
 AF521665) de Azoarcus sp. CIB y se ha demostrado, por primera vez en un miembro 
 del género Azoarcus, que dicho cluster contiene los genes responsables de la ruta 
 central del benzoil-CoA para la degradación anaeróbica de compuestos aromáticos. El 
 análisis de comparación de secuencias de los correspondientes productos génicos ha 
 permitido proponer que la ruta central del benzoil-CoA en Azoarcus es similar a la 
 previamente caracterizada en otra β-proteobacteria desnitrificante, T. aromatica.  
 
4.  El gen bzdA codifica la benzoato-CoA ligasa que inicia el catabolismo anaeróbico del 
 benzoato en Azoarcus sp. CIB. Esta enzima es capaz de activar al correspondiente 
 derivado de CoA una mayor variedad de compuestos aromáticos que otras benzoato-
 CoA ligasas previamente caracterizadas, por lo que su hiperproducción, tal y como se 
 muestra en este trabajo utilizando E. coli como huésped alternativo, es de interés 
 biotecnológico.  
 
5.  Se ha diseñado en un plásmido movilizable y de amplio espectro de huésped una 
 casete de ADN que contiene el cluster bzd y que es funcional en Azoarcus sp. CIB.  La 
 casete bzd es la primera que se describe en catabolismo anaeróbico de compuestos 
 aromáticos y constituye una herramienta genética de gran interés para explorar el 
 potencial de la ingeniería de rutas anaeróbicas.  
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6.  El análisis transcripcional del cluster bzd revela la existencia de un gen regulador, 
 bzdR, bajo el control del promotor PR, y un operón catabólico, genes 
 bzdNOPQMSTUVWXYZA, bajo el control del promotor PN. 
 
7.  La proteína BzdR (298 aminoácidos) es el represor transcripcional del operón 
 catabólico bzd, constituyendo el primer regulador que se describe en la ruta central del 
 benzoil-CoA en un organismo desnitrificante, así como el primer ejemplo de un 
 represor transcripcional implicado en el catabolismo anaeróbico de compuestos 
 aromáticos.  
 
8.  El represor transcripcional BzdR interacciona con tres regiones operadoras presentes 
 en el promotor PN, las cuales contienen repeticiones directas de la secuencia TGCA. 
 La región operadora I solapa con la región de unión a la ARNP, lo que está de 
 acuerdo con la inhibición del promotor PN mediada por la proteína BzdR.   
 
9.  El benzoil-CoA es la molécula inductora responsable de la activación del promotor 
 catabólico PN, siendo ésta la primera vez que se describe un derivado aromático de 
 CoA como la molécula inductora de una ruta de degradación anaeróbica de 
 compuestos aromáticos. El 2-fluorobenzoil-CoA induce también la actividad del 
 promotor PN, sugiriendo que el perfil de efectores del regulador BzdR se restringe a 
 los compuestos  aromáticos que Azoarcus sp. CIB puede metabolizar directamente vía 
 benzoil-CoA. 
 
11.  A la regulación específica del operón catabólico bzd mediada por BzdR se  sobreimpone 
 una regulación más global. Así, la actividad del promotor PN  está sometida a represión 
 catabólica por succinato, acetato y malato y, en menor medida, por pimelato y 
 casaminoácidos.  
 
12.  La proteína BzdR está constituida por un presunto dominio N-terminal de unión a  ADN 
(residuos 1 a 130) similar al de los reguladores transcripcionales de la familia HTH-
XRE, y por un dominio C-terminal (C-BzdR, residuos 131 a 298) que comparte una alta 
identidad con miembros de la familia de las siquimato quinasas. Se ha modelado la 
estructura tridimensional de ambos dominios así como la interacción del inductor, 
benzoil-CoA, con C-BzdR. Debido a su peculiar arquitectura modular, no descrita hasta 
la fecha para otras proteínas reguladoras, BzdR constituye el primer miembro de una 
nueva subfamilia de reguladores transcripcionales en procariotas.  
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